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(AVEG DEUX PLANCHES) 


I. — Apercgu des connaissances actuelles sur les spirochétes 
de l'appareil digestif. 


La découverte des spirochétes pathogénes agents de maladies 
spécifiques, réalisée dans une époque récente grace a |’emploi 
de Vultra-microscope et des procédés d’imprégnation argen- 
tique, a attiré l’attention sur d'autres spirochétes considérés 
généralement comme des saprophytes, mais connus depuis 
quelque temps, car ils sont visibles sans l'aide d’une technique 
particuliére. 

Ces spirochétes, signalés, il y a déja bien des années, spécia- 
lement dans l'appareil digestif, sain ou malade, de l’homme 
et des animaux, avaient été regardés depuis longtemps 
comme des commensaux inoffensifs, appartenant a cette 
flore intestinale si riche et variée, qui est l’hote inséparable 
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des derniéres portions du canal alimentaire, surtout du cecum. 

Crest, en effet, dés 1884 que Escherich (1) a remarqué, le 
premier, dans les déjections de cholériques, la présence d’un 
erand nombre de micro-organismes spirillaires, analogues a 
ceux des dents. 

L’observation de Escherich fut confirmée, dans des cas ana- 
logues, par beaucoup d’autres auleurs pendant la dizaine d’an- 
nées successives. 

En 1894, a Yoccasion de recherches que j’effectuais sur les 
vibrions intestinaux des cobayes, je fis une constatation sem- 
blable dans l’intestin diarrhéique de ces animaux (2). 

« ... L’examen diarrhéique du gros inteslin, lequel est pro- 
fondément frappé, est encore — écrivais-je alors — plus inté- 
ressant. 

« Ici les vibrions de Massouah se distinguent assez bien au 
milieu des microbes si variés de l’intestin, mais ils ne sont 
jamais prépondérants, et, & cdté d’eux, on observe un nombre 
parfois colossal de spirilles... Ges spirilles se colorent, en 
général, avec une certaine difficulté, méme en employant la 
fuchsine phéniquée de Ziehl : quelques-uns sont gros au centre 
et effilés aux exlrémités & la maniére des spirochétes; quel- 
ques-uns sont tres minces, en forme d’élégantes spirales ; 
d'autres, d’un diamétre uniforme, présentent, sur leur longueur, 
deux ou trois courbures; d’autres, enfin, ont simplement l’as- 
pect de petites virgules. Toutes ces variétés de vibrions sem- 
blent trouver, dans l’intestin diarrhéique des cobayes, le milieu 
le plus propice a leur multiplication. 

« En goutte pendante, quelques-uns de ces spirilles sont trés 
agiles et traversent le champ avec rapidité, d’aulres possédent 
seulement un mouvement vibratoire lent et régulier; d'autres, 
enfin, semblent presque absolument immobiles. 

« Quant & leur provenance, il ne peut y avoir aucun doute; 
J enavais déja observé de pareils, spécialement certaines formes 
nettement spirillaires, dans l’intestin des cobayes normaux, 
et Yunique circonstance notable était celle de leur énorme 
multiplication dans l’intestin diarrhéique. 


(1) Klinisch-therapeutische Beobachtungen aus der Choleraepidemie in 
Neapel. Minch. med. Woch., 1884, n° 54. 
(2) Les vibrions intestinaux. Ces Annales, 1895, p. 129. 
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« J’échouai dans une longue série de tentatives d’isolement 
de ces microbes. 

« En rapprochant cet insuccés de leur prodigieuse multipli- 
cation dans |’intestin diarrhéique des animaux, je me demandai 
sils ne trouvaient pas, dans lintestin malade, des conditions 
propices & leur développement... » 

Quelques années aprés mes observations, Le Dantec (1), ense 
basant sur des examens coprologiques dans des cas de dysen- 
terie, nostras et coloniale, qui l’avaient frappé par la quantité 
énorme de spirochétes dans les déjections, attira l’attention 
sur le role éventuellement pathogéne de ce parasitisme intes- 
tinal, et créa, plus tard, une entité morbide nouvelle, la « dysen- 
terie spirillaire » ou « dysenterie 4 spirochétes » (2), que l’au- 
teur a soigneusement décrite méme dans la quatriéme édition 
(1924) de son Précis de Pathologie exotique. 

En général, les auteurs n’ont pas accepté ce type nouveau de 
dysenterie 4 spirochétes, et cela méme pour la raison que le 
spirochéte des selles normales, appelé Sp. ewrygyrata et iden- 
tifié généralement avec celui de Le Dantec, se trouve souvent 
en grande quantité dans la dysenterie bacillaire authentique 
et dans la d. amibienne. Mais, dés lors, les observations sur des 
spirochétoses intestinales se sont multipliées et ont paru dans 
tous les pays. 

Les grandes décharges de spirochétes fécaux dans les pro- 
cessus pathologiques les plus divers de l’appareil digestif ont 
attiré toujours plus l’attenlion des auteurs qui, méme aujour- 
d’hui, posent la question de la signification et de l'importance 
de la prodigieuse prolifération intestinale de ces microbes, qui 
normalement sont, au contraire, fort peu nombreux ou man- 
quent complétement dans le canal digestif. 

En effet, pendant les vingt derniéres années, la littérature 
médicale sur les spirochétoses intestinales s’est enrichie avec 
un rythme accéléré. Une juste Mise au point de ce chapitre 
nouveau et intéressant de microbiologie digestive se trouve 
dans les Revues criliques récentes de Delamare (3) et de 


(1) Note sur la présence de spirilles dams les mucosités dysentériques. 
Gazetle hebd. des Sciences méd. de Bordeaux, 1900, 31, p. 196. 

(2) Dysenterie spirillaire. C. R..de ta Soc. de Biologie, 1903, 55, p. 617. 

(3) Spirochétoses intestinales. Ann. de Médecine, avril 1924, p. 313. 
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Saenz (1), auxquelles nous renvoyons ceux qui désirent des 
renseignements bibliographiques plus complets. 

Bref, l'apparition de quantités parfois si 6normes de spiro- 
chétes dans les déjections, de maniére & constituer presque une 
culture pure de ces microbes, un vrai feutre ou « tissu spiril- 
laire » comme dit Le Dantec, a été déja décrite bien des fois 
non seulement dans le choléra nostras et le choléra asiatique, 
mais aussi dans les entérocolites, aigués ou chroniques, conti- 
nues ou récidivantes, catarrhales, bénignes, gangreneuses, ulcé- 
reuses, hémorragiques, fétides, algides, dysentériformes, etc., 
dans les diarrhées de l’enfance et celles cholériformes, dans 
linsuffisance gastrique, les lésions ulcéro-membraneuses du 
rectum, les recto-sigmoidites dysentériques et les simples 
mucorrhées, comme aussi dans l’amibiase chronique, les enté- 
rites aigués morbilleuses et scarlatineuses, les appendicites 
aigués, les diarrhées produites par des Lamblias, des Tricho- 
monas et d'autres parasites intestinaux, dans des carcinomes 
de l’estomac, du duodénum, etc. 

Récemment, Sabrazés (2) a attiré lattention sur Ja présence 
de grandes quantités de spirochétes méme dans les selles de 
typhoidiques et a fait, aussi, allusion 4 un possible réle actif 
de ces microbes dans la pathogénie des lésions intestinales 
dothiénentériques. 

On peut désormais affirmer que la spirochétose intestinale 
constitue un apanage assez fréquent de presque toutes les mani- 
festations de la pathologie digestive de homme et des animaux. 

En effet, elle a été aussi signalée dans la dysenterie du singe, 
dans des affections hémorragiques gastro-intestinales, des sto- 
matites ulcéro-membraneuses et des ulcérations du périnée et 
du prépuce du chien, dans la peste et certaines ulcérations 
culanées du porc, dans le catarrhe nasal, dans certaines mani- 
festalions papillomateuses et des affections nécrotiques des 
solipédes, dans les ulcérations gastriques du renard, dans des 
tumeurs cancéreuses ulcérées ou non ulcérées du rat, etc. 

La présence de spirochétes, dans des conditions générales 


(A) Espiroquetosis intestinal pura. Anales de la Facultad de Medicina de 
Montevideo, aovt 1925, p. 621. 
(2) Spirochétes de lintestin des typhiques et des paratyphiques. Gazet 
, : etl 
hebd. des Sc. méd. de Bordeaux, 28 mars et 41 avril 1926. eon ie 
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normales, a été constatée dans l'appareil digestif de bovidés, 
de solipédes, de chiens, de chats, de pores, de renards, de rats, 
d’oiseaux, de grenouilles, de pcissons, d’huttres, etc. 

Chez homme aussi, on a décrit maintes manifestations mor- 
bides extra-inteslinales, caractérisées par la présence de grands 
amas de spirochétes. 

On connait bien les spirochétes respiratoires : la broncho- 
spirochétose (dronchile sanglante) de Castellani, la spirochétose 
buccale (stomatite ulcéreuse), la spirochétose des abcés gan- 
greneux du poumon, la spirochétose des hémoptoiques, des 
tuberculeux, etc. On a rencontré également une grande quan- 
tité de spirochétes dans les pyorrhées alvéolo-dentaires, dans 
les amygdalites chroniques, dans les sécrélions superficielles 
et méme dans les couches profondes des végétations génitales, 
dans les condylomes acuminés et dans les néoplasies papillo- 
mateuses, dans les péritonites, dans le noma, dans certaines 
dermatoses tropicales. On les a encore constatés dans la gan- 
gréne spontanée des organes génitaux, dans le catarrhe nasal 
avec sinusite, dans les balanites et les balano-posthites, dans le 
framboesia des tropiques en association avec le Treponema 
pertenue, dans le psoriasis, dans les granulomes inguinaux, etc. 
Dans l’angine ulcéro-membraneuse individualisée par Vincent, 
ainsi que dans la pourriture d’hépital et dans Vulcére phagé- 
dénique des pays chauds, les masses de spirochétes associées 
au Bacille fusiforme (B. Aaséilis, Seitz) atteignent parfois des 
proportions si considérables, qu’elles constituent une caracté- 
ristique frappante de ces processus morbides spéciaux. 

Cette association fuso-spirochétosique a été aussi observée 
chez le chien, Je chat et le singe. Récemment, Delamare, Said 
Djemal et Achitowy (1) ont décrit des cas de spirochétoses 
cecales chez les cobayes atteints de scorbut expérimental, 
accompagné d’hémorragies profuses dans l’estomac et le 
cecum. 

Chez homme, les spirochétoses intestinales présentent un 
caractére cosmopolite, c’est-a-dire qu’elles sont communes a tous 
les pays et tous les climats; cependant elles se rencontrent 


(4) Scorbut expérimental, mélena et spirochétose cecale. Bull. de PAc. de 
Méd., 8 avril 1924. 
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avee une fréquence particuliére dans les régions chaudes. 
Dans les régions tempérées elles prédominent pendant la saison 
estivo-aulomnale, et, généralement, elles disparaissent lorsque 
Vhiver survient. 

Parmi les causes prédisposantes ont attiré attention, d'une 
maniére particuliére, les troubles de l'appareil digestif, surtout 
ceux qui sont dusa une mauvaise alimentation. C’est pour cela 
peut-étre, que l'on a pu signaler, avec une fréquence notable, des 
spirochétoses inteslinales au cours de la dernitre guerre, car 
les dyspepsies gastro-intestinales devaient alors étre fréquentes 
parmi des masses d'individus insuffisamment alimentés ou 
soumis & des fatigues épuisantes. 

Tous les auteurs s’accordent dans l’affirmation que les spiro- 
chétes des déjections préséntent un polymorphisme décon- 
certant. 

Dans les selles ils acquiérent des aspects morphologiques 
tres différents : des formes en S ou des formes semblables au 
chiffre 3 on passe aux formes spirillaires plus ou moins longues, 
plus ou moins €paisses, avec des ondulations larges ou étroites, 
superficielles ou profondes, ou méme a peine marquées. 

Ce polymorphisme compliqué par certames propriétés com- 
munes considérées comme caractéristiques de ces microbes et, 
en outre, l'impossibilité de leur isolement en culture pure et de 
leur cultivabilité dans les milieux nutritifs ordinaires, leur 
médiocre colorabilité, leur propriété de ne pas prendre le Gram 
ont rendu extrémement difficiles la différenciation et la classi- 
fication des spirochetes. 

Méme leur nomenclature basée sur la seule observation 
microscopique, savoir sur les mensurations des pas de spire 
(Ftchegoim (1)] ow sur des indices obtenus en divisant la lon- 
gueur moyenne d’un nombre déterminé de spirochétes par le 
chiffre moyen de leurs tours de spires {[Froilano de Mello et De 
Andrade (2)}, c’est-’-dire une nomenclature basée sur des coef- 
ficients d'identification morphologiques nécessairement variables 
et incertains — est devenue toujours plus compliquée et con- 


(1) Présence des Spirochétides dans les crachats hémoptoiques. C. R. de la 
Soc. de Biologie, 89, p. 1150-1151, 1922. 


(2) Spirochétose bronco-pulmonaire au nord du Portugal. Bull. de la Soc, 
de Path. exotique, 15, p. 284-286, 1922, 
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fuse. Et on a cru méme pouvoir la simplifier par l'emploi de 
formules et de calculs algébriques! | Achitouv (4)]. 

De cette maniére on a effectivement établi un grand nombre 
de types différents de spirochéles, en se basant surtout sur leur 
aspect, leur longueur, leur épaisseur, leurs ondulations diverses, 
la forme présentée par leurs extrémités, etc. 

Mais sur ces points aussi les auteurs ne se trouvent pas 
d’accord. 

Delamare (2), dont les études sur ce sujet sont trés connues, 
ne croit point que ces méthodes, particuliérement lorsqu’on les 
emploie pour des spirochétes polymorphes — et selon moi ces 
microbes présentent tous du polymorphisme — donnent des 
résultats numériques d'une régularité constante. 

D‘autre part, Delamare affirme aussi (3) qu'il est impossible 
de différencier, par exemple, le S. bronchialis de Castellani, 
considéré comme un germe exotique, du S. Vincent, reconnu 
comme un germe cosmopolite. Méme Vincent croit a l’identité 
de ces deux micro-organismes (4). 

D’autres auteurs déclarent & leur tour que le S. Vincenia est 
identique au S. bueca/is, hdte habituel de la bouche, décrit 
par Cohn des 1875, au S. eurygyrata intestinal décrit par 
Werner en 1909, au S. Schaudinni de Vulcére tropical, décrit 
par Prowazek en 1907, au S. minima rencontré en 1912 au 
Brésil par Beaurepaire Aragdo et Vianna dans une ulcération 
chronique, au S. dalanitidis trouvé en 1906 par Hoffmann et 
Prowazek dans le pus d'une balano-posthiteet, enfin, au S. refrin- 
gens rencontré en 1905 dans le smegma préputial et généra- 
lement considéré comme un simple saprophyte. 

On a aussi identifié.le S. dysenterie de Le Dantee avec le 
S. eurygyrata. Brumpt (5) veut méme éliminer le S. subdilis 
décrit par Castellani en 1907, leregardant comme probablement 


(f) Mensuration des courbures des spirochetes. C. R. de la Soc. de Biologie, 
94, p. 1192-1194, 1924, 

(2) Au sujet de Vindex d’identification morphologique des spirochétes 
bronchigues. C. R. de la Soc. de Bioloyie, 8 novembre 192%. et 1¢° mai 1926. 

(3) Sur la distribution géographique des spirochétoses respiratoires, d’aprés 
quelques travaux récents. Bull. de la Soc. de Path. exotique, 12 mai 1926, 

322. 
er 4) Note sur la fuso-spirochétose bronchique. C. R. de la Soc. de Biologie 
jer mai 1926. 

(5) Précis de Parasilologie, Paris, Masson, 1922, p. 94. 
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identique au S. dentiwm signalé par Koch dés 1877; on devrait 
aussi exclure le S. microdentium décrit par Noguchi en 1914 et 
qui serait considéré identique au S. buccaits. 

Récemment, Bezancon et Etchegoin (1) ont rapproché le spi- 
rochéte de la gangréne pulmonaire du S. bronchialis de Castel- 
lani; Parr (2), & son tour, affirme que tous les spirochétes intes- 
linaux appartiennent au groupe du S. eurygyrata, et ainsi de 
suite. 

Quelques auteurs considérent jes trois spirochétes de la série 
buccale — S. buccalis, S. media et S. Vincenti — comme des 
formes différentes d’un micro-organisme unique. Ceux de la 
série intestinale, qui de cing que l’on avait décrits d’abord, sont 
devenus sept par les observations de Thomson (3), devraient 
étre réduits & un seul type, analogue a eelui de l’angine de 
Vincent, 

On admettrait donc l’existence de deux seules espéces de 
spirochétes : celle buccale et celle intestinale. Mais, puisque & 
cause de leur homéomorphisme, les spirochétes intestinaux 
peuvent étre assimilés 4 ceux de la bouche, et ces derniers, & 
leur tour, aux spirochétes bronchiques et pulmonaires, on 
devrait conclure que les spirochétes intestinaux ou cecaux, 
aussi bien que les spirochétes respiratoires, appartiennent tous 
& une souche commune. 

Cette question est devenue tellement confuse que, récem- 
ment, M™° Zuelzer a imaginé de classifier les spirochétes sui- 
vant le degré de leur commensalisme ou de leur parasitisme 
pathologique, au lieu de les considérer au point de vue mor- 
phologique. 

Il est cependant bien peu probable que méme cette propo- 
sition puisse avoir une application pratique. On ne peut en 
effet exclure que, le cas échéant, un spirochéte quelconque 
— comme tant d’autres microbes qui habituellement vivent 
en saprophytes sur nos muqueuses (colibacilles, pneumoco- 
ques, staphylocoques, proteus, etc.) — puisse éventuellement 
passer des conditions de vie saprophytique & l’état d’activité 


(1) Spirochétes et gangréne pulmonaire. Bull. de l’Acad. de Médecine , 
9 février 1926. 


(2) Intestinal spirochaetes. Journ. of Infect. Diseases, 33, 1923, p. 369. 
(3) Some researches on spirochaetes occurring in the alimentary tract of 
man and some the lover animals. Proc. Roy. Soc. Med., 1914, p. 47. 
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pathogéne. On ne peut, partant, accepter la classification 
nouvelle. 

On n’admet pas, en microbiologie, que les différences de 
virulence aulorisent & créer, classifier ou différencier des 
espéces microbiennes. Cependant, méme en faisant abstraction 
de tout cela, il resterait encore & résoudre une difficulté préli- 
minaire qui est fondamentale et qui semble, jusqu’aujourd hui, 
bien démontrée : celle de Visolement en culture pure de ces 
spirochétes décrits par tant de chercheurs qui ont pu les 
observer seulement au microscope. Pour ce molif on n’a pas 
eu la possibilité de les étudier plus soigneusement et de les 
expérimenter dans l’organisme animal. 

On sait en effet que, jusqu’a présent, on n’a jamais réussi a 
isoler ces micro-organismes en cultures vraiment pures. Méme 
les expériences, effectuées chez les animaux au moyen de pro- 
duits pathologiques ou de cultures plus ou moins impures, 
ont donné des résullats complétement négatifs. 

Seulement, chez homme, Onoratoa réussi (1) & transmettre, 
en Tripolitaine, des associalions fuso-spirochétosiques prove- 
nant de lésions phagédéniques. Il les inoculait sous la peau 
d’individus en mauvaises conditions de nutrition, sur des bles- 
sures traumatiques et sur des tissus doués de faible vitalité. 
Dans ces circonstances l’auteur aurait obtenu la formation 
d’ulcéres caractéristiques et de processus phagédéniques parfois 
luxuriants. 

Ces observations de Onorato conslituent tout ce que nous 
avons aujourd’ hui d’intéressant, du cété expérimental, sur ce 
chapilre encore si incertain de la microbiologie. 


» 


If. — Morphologie et biologie des spirochétes cecaux. 


Ce probléme de l’isolement en culture pure des spirochétes 
intestinaux ou respiratoires a défié, jusqu’aujourd’hui, les pro- 
cédés les plus ingénieux et les plus patients de la technique 
bactériologique. 


(1) Il fagedenismo da simbiosi spiro-bacillare in Tripolitania. Archivio Ita- 
liano di Sc. Med. Coloniali, n°1, giugno 1920. 


40 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


On doit & Thiroloix et Durand (1) les premiers essais de cul- 
ture de ces microbes, mais leur suecés fut seulement partiel. 
Ces auteurs, ayaut pratiqué ’hémoculture dans un cas d’appen- 
dicite compliqué par une pneumonie d'origine septicémique, 
réussirent A cultiver un spirochéte dans le sérum et dans le 
liquide pleural de la méme patiente. Mais la culture se montra 
toujours contaminée par la présence d’un bacille associé qu’on 
n’avait jamais pu éliminer. 

Successivement Sangiorgi (2) et, plus tard, Delamare et 


Achitouv (3) ont réussi & obtenir et 4 conserver longtemps des | 


spirochétes, en ensemencant de la matiére fécale dans |’eau 
peptonée ou en bouillon ordinaire additionné de sérum inaclivé 
de cheval, et en présence d’une atmosphére d’hydrogéne sulfuré. 
Mais les cultures de ces auteurs se montrérent, elles aussi, 
contaminées par la présence d’autres bactéries quils n’avaient 
pu éloigner. 

Onorato, dans son mémoire que nous avons cité plus haut, 
fait mention de cultures pures de Bac. Le Danteci et de Sprr. 
Vincenti, quil aurait obtenues en Tripolitaine & laide d'un 
procédé tout & fait spécial et fort compliqué. Mais des descrip- 
tions extrémement sommaires contenues dans son travail, on 
a limpression que ses cultures n’étaient pas plus pures que 
celles obtenues par ses prédécesseurs. Entre autres, elles exha- 
laient une odeur fétide. Or, les cultures vraiment pures des 
spirochétes intestinaux ne dégagent pas cette odeur, comme 
nous le verrons plus loin. 

Récemment, Bezancon et Etchegoin (4), en employant un 
milieu liguide, conslitué par du sérum de cheval, de l'eau 
peptonée et de la solution physiologique, ont réussi a faire 
développer et & repiquer en série les spirochétes des crachats 
hémoptoiques des tuberculeux. Malheureusement, ces cultures 
aussi restérent toujours contaminées par la symbiose tenace 


(1) Spirochélémie au cours d'une appendicite aigué. Hémoculture et séro- 
culture. Isolement et culture du parasite, etc. Bull. et Mém. Soc. méd. des 
Hépitaux de Paris, 2 juin 1911, p. 773. 

(2) Sulla cultura in vitro degli spironemi dell’intestino umano. Pathologica, 
45 febbraio 1917. 

(3) Spirochétoses intestinales. Ann. de Médecine, 1924, p. 328. 


(4) Cultures des spirochétes des hémuptysies tuberculeuses. C. R. de la 
Soc. de Biologie, 24 avril 1926. 
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d'autres microbes que l’on ne pouvait supprimer par aucun 
moyen. 

Delamare (1), dans sa revue critique déja mentionnée plus 
haut, dit que M™* Hogue aurait réussi & obtenir, par un pro- 
cédé fort compliqué, des « souches pures » de Spirocheta 
eurygyrata (2). On lit la méme chose dans la revue analytique 
de Saenz (3). 

Ces auteurs ont été évidemment induits en erreur par le 
titre quelque peu suggestif que M™® Hogue a donné a son 
mémoire. Si l'on a recours en effet au texte original de ce 
mémoire, on reléve que M”* Hogue n’a jamais isolé des « souches 
pures » de spirochetes intestinaux. Comme tant d’autres auleurs 
elle a cultivé. des spirochétes associés & d’autres microbes. 
M™ Hogue apprétait des gouttes pendantes d’une culture 
impure de matiére fécale oti s’étaient aussi développés des spi- 
rochétes. Lorsqu’elle croyait avoir trouvé une petite goulte 
contenant un seul spirochéte, elle l’ensemencait dans un nouveau 
tube de liquide nutritif. De cette maniére elle obtenait ume 
culture nouvelle — trés impure —, mais la considérail comme 
la culture mére d'une souche (... the beginning of a pure line, 
2. e. aline derived from a single individual), dérivée stirement 
de lindividu séparé et ensemencé. Voila la signification de la 
« souche pure » de M™ Hogue. 

D’ailleurs, des recherches successives accomplies par Parr (4) 
dans le but de contrdler les succés partiaux de M™° Hogue res- 
térent « sans résultats ». 

On comprendra mieux tout cela plus loin, lorsque nous ver- 
rons que l’ensemencement d’un seu! ou méme d’un nombre 
limité de spirochétes daus un milieu qui n’est pas constilué par 
du sang défibriné n’a pas de chances de réussir. 

J’ajouterai enfin que, méme les expériences que ces auteurs 
ont effectuées chez les animaux, & l’aide de leurs cultures 
impures, n’ont abouti 4 aucun résultat positif. 

Je dois & des circonstances absolument imprévues la fortune 
singuliére qui m’a permis, au cours de cette année, d'isoler deux 

(1) Loe. cit. 

(2) Sptrochaeta eurygyrata. A note on its Life, History and Cultivation. 
Journ. of Exper. Medicine, 1922, p. 617. 


(3) Loc. cit. 
(4) Intestinal spirochaetes. Journ. of Infect. Diseases, nov. 1923, p. 369. 
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fois, en culture absolument pure, le spirochéte cecal du cobaye- 

Le premier isolement en culture pure de ce spirochéte — qui 
avail été déja signalé et décrit par moi, il y a trente ans, dans 
l'intestin du cobaye — eut lieu dans les circonstances suivantes. 

Au début de lhiver dernier j’essayais, pour des recherches 
spéciales d’autre nature, d’acclimater des cobayes & Ja tempé- 
rature de la chambre-étuve. Je placais done les animaux dans 
celle-ci, en les y faisant séjourner plus ou moins longtemps et 
en interrompant leur séjour dans le milieu chauffé par des 
repos a lair froid du milieu extérieur. 

En employant ces précautions on réussit, peu a peu, & accou- 
tumer les cobayes & demeurer en permanence dans la chambre- 
étuve, méme pendant plusieurs mois de suite. Cependant on 
ne peut éviter, au cours de la premiére période de l’acclimate- 
ment, la mort de quelques cobayes par coup de chaleur. 

Dans ces cas, le tableau bactériologique que l’on rencontre & 
laulopsie est toujours celui d’une infection générale due a des 
microbes de sortie. Ces microbes sont presque toujours les 
mémes : on isole le plus souvent le colibacille, mais d'autres 
fois le germe envahisseur est représenté par le streplocoque 
ou par le proteus ou méme par un bacille anaérobie. 

Dans un de ces cas, lesensemencements que ]’avais pratiqués 
avec des prélévements abondants, faits & l’aide de la pipette, 
du sang du cceur et du suc des différents organes, semblérent 
rester stériles. Je considérai le fait comme un peu étrange 
et, partant, je gardai quelques jours en observation les tubes 
ensemencés. Mais aussi au bout d’une semaine on n’y constatait 
aucune trace de développement de bactéries. Avant de jeter les 
tubes, je voulus examiner au microscope un gros caillot de sang 
qui était resté au fond d’un tube de gélose, lui aussi, apparem- 
ment stérile. Dans des cas analogues j’avais autrefois décelé la 
présence de quelques microbes anaérobies. Dans le cas en 
question je trouvai, tout court, une cullure pure de spirochétes! 

Evidemment cette fois, chez le cobaye mort dans la chambre- 
étuve, le germe de sortie avait été un spirochéte de l’intestin. 
Dans cette rare circonstance, ce microbe avait envahi le sang 
et s’était laissé surprendre et capturer dans le ventricule droit 
du ceeur. 


Puisque le spirochéte de l’intestin demeure habituellement 


LES SPIROCHETES CASCAUX 13 


dans le célon et le cecum, et que sa prolifération normale a lieu 
surtout dans la cavité cecale, je crois qu’il est juste de l’appeler 
« spirochéle cecal ». 

J’eus Voccasion plus tard d’observer un deuxiéme cas, ana- 
logue, chez un cobaye que je voulais immuniser avec des cul- 
tures vivantes de Leptospira icterordes de Noguchi. 

Les cobayes inoculés avec ce leptospira dans le péritoine 
succombent souvent — comme je le dirai mieux dans un autre 
mémoire — par suite de l’invasion de microbes de sortie. Le 
Leptospira icteroides prédispose énormément aux infections 
secondaires. En hiver, le microbe qui sort est habituellement 
constitué par un bacille éberthiforme; en été, c’est le strepto- 
coque qui parail sur la scéne. 

Or, un cobaye avait succombé 4 une série d’injections — 
peut-étre un peu trop rapprochées l’une de ]’autre — de L. icte- 
roides. L’autopsie avait révélé l’existence d’une gastro-entérite 
aigué. Dans le suc splénique abondamment ensemencé, avec 
Ja pipette, dans deux tubes de gélose, qui étaient ensuite restés 
plusieurs jours dans l’étuve en des conditions de stérilité appa- 
rente, je rencontrai en culture pure, comme dans le cas cité 
plus haut, Je méme type de spirochéte cecal, que naturellement 
je m’empressai tout de suite d'isoler. L’étude ullérieure de 
cet autre spirochéte montra qu'il était complétement identique 
au premier que j’avais déja isolé. 

Les circonstances de lobtention de ces deux spirochétes me 
révélérent clairement leurs préférences culturales. J’effectuai 
vite des ensemencements dans des tubes contenant du sang 
défibriné de cobaye et j’obtins aisément des cultures pures et 
abondantes de spirochétes, qui m’ont ultérieurement permis 
de faire une étude systématique et expérimentale de cette 
intéressante espéce microbienne. 


41° CULTURES DANS LE SANG DEFIBRINE. 


Le sang de cobaye est le milieu le plus favorable, mais on 
peut parfaitement se servir méme du sang de lapin. Les deux 
milieux doivent étre, cependant, employés aussi frais que pos- 
sible. Un long séjour dans |’étuve modifie la réaction du milieu 
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sanguin et le rend moins favorable au développement des spi- 
rochétes. 

Ces microbes, essentiellement hémophiles, peuvent étre 
ensemencés dans le sang, méme en trés petite quantilé, avec 
l’anse de platine. Aprés vingt-quatre heures de séjour dans 
l’étuve & 37°, le milieu nutrilif fourmille déja de microbes qui 
présentent l’aspect de vibrions plus ou moins courbés et qui, 
aprés mordancage par le Ruge, se colorent assez bien a la fuch- 
sine phéniquée diluée. 

Mais au bout de deux autres jours on commence a observer, 
parmi de petits spirilles ayant la forme d’un S ou du chiffre 3, 
plusieurs formes spirochétiennes de longueur variable. Pendant 
les jours suivants, le milieu devient une cullure presque homo- 
gene, constituée seulement par des spirochétes fort caractéris- 
tiques, qui atteignent parfois la longueur de 100 » et plus. Ils 
forment quelquefois des buissons gros et touffus, comme de 
toulfes de cheveux et semblables, & différents égards, aux cul- 
tures les plus riches de S. icterohemorrhagiz ou de L. tcte- 
roides. 

Mais a partir du cinquiéme jour, parfois méme plus tét, les 
spirochétes commencent a présenter leur protoplasma un peu 
raréfié et moins colorable. 11 semble que le filament microbien 
se vide de son contenu; la lyse commence : c’est-a-dire que 
saccomplit le sort rapide réservé 4 tous les spirochétes. De 
menus corpuscules apparaissent le long de l’axe, d’une facgon 
rapide, de maniére que, en bien peu de temps, parfois en 
vingt-quatre heures, toute la cullure se transforme en une sus- 
pension de trés petites granulations de dimensions variables, 
qui ne se colorent pas bien et qui ressemblent 4 des corps 
coccoides ou 4 une culture de méningocoques. Toutefois on peut 
constater, ca et 14, des formes spirochétiennes plus ou moins 
longues et plus ou moins bien conservées. 

Ces granulations, transportées dans un autre milieu sanguin 
frais, peuvent reproduire — comme les granulations des 
vibrions cholériques — des générations nouvelles de spirochétes, 
pourvu que la culture mére ne soit pas devenue trop vieille, 
spécialement & l’étuve. Dans le sang conservé longtemps a la 
température de 37°, les complexes colloidaux se modifient et 
il se forme des acides libres. Ceux-ci provoquent la mort de 
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la culture, car les spirochétes cecaux sont tres sensibles aux 
variations de la réaction du milieu. 

La conservation a l'état vivant du spirochéte cecal, organisme 
extrémement fragile, est trés difficile et toujours précaire. Elle 
constitue une préoccupation constante. Du jour au lendemain, 
les cultures peuvent mourir ou n’étre plus capables de se repro- 
duire. Toute contamination les rend ivutilisables, parce qu’on 
ne réussit par aucun moyen & les purifier. On comprend donc 
bien la grande difficulté de pouvoir disposer & tout moment de 
sang défibriné frais et, en méme temps, stirement stérile. 

J'ai dit que les ensemencements des spirochétes dans les 
tubes de sang peuvent étre effectués a l’aide de l’anse de platine. 
Mais si l’on veut ensemencer d’autres milieux nutritifs liquides, 
lanse n’est plus suffisante. Les repiquages restent stériles et il 
faut alors avoir recours a la pipette et ensemencer abondam- 
ment plusieurs g gouttes de matiére spirochétienne. La méme 
nécessité fut constatée par Martin et Pettit (1) pour les repi- 
quages de Sp. icterohemorrhagiz. 

L’optimum de température est représenté par 37°, mais on 
peut obtenir un développement suffisant, quoique plus lent, 
des spirochétes cecaux — qui a cet égard ne se montrent pas 
trop exigeants —méme a des températures plus basses. En été, la 
température du laboratoire suffit & faire développer les cultures. 

Apres avoir obtenu un développement luxuriant dans le 
sang défibriné, on peut, par des ensemencements abondants, 
obtenir aussi de maigres sous-cultures en presque tous les milieux 
nutritifs ordinaires. Cependant, les milieux les plus favorables 
sont toujours ceux additionnés d’une certaine quantité de sang 
frais. On ajoute ce dernier, au moyen de la pipette, lors de 
l’ensemencement. Le higuide nutritif doit, au moins, acquérir 
une couleur cerise foncée. 


2° CULTURES EN MILIBUX LIQUIDES ET DEMI-SOLIDES, 
CONTENANT DU SANG. FoRMATION DE LA MBLANINE. 


A la différence de ce que l’on constate dans les cultures 
effectuées en sang défibriné, la premiére apparition des 


(1) Spirochétose ictérohémorrhagique, Paris, Masson, 1919, p. 38. 
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spirochetes dans le sang dilué, c’est-a-dire en bouillon ou dans 
eau peptonée contenant un peu de sang frais de cobaye ou de 
lapin, a lieu plus tard, aprés deux, trois et méme plusieurs 
jours d’étuve. 

Les formes initiales sont représentées par de petits spirilles 
ayant l’aspect du chiffre 3 ou de cédille. Pendant les jours 
suivants apparaissent les longs spirochetes, trés élégants et 
caractéristiques, qui se massent principalement a la surface 
du liquide nutritif, en y formant un voile délicat, a peine 
visible. 

Mais aussi, dans ces cultures, la transformation des spiro- 
chétes en corps coccoides est trés précoce. Elle commence dés 
le sixitme ou septidme jour. Cependant, les cultures sont 
encore vivantes et fertiles au bout d’une vingtaine de jours. 
Durant cette période de temps, la couleur rouge-cerise du 
milieu devient graduellement brunatre et les parois des tubes 
se couvrent d’un voile mince qui, au microscope, se montre 
constitué par des amas trés petits d’hémoglobine. Ensuite, au 
fur et & mesure que le liquide nutritif se décolore, les parois 
des tubes deviennent de plus en plus opaques par suile du voile 
hémoglobinique qui s’obscurcit d’une maniére progressive, 
jusqu’a devenir presque noiralre et & montrer parfois de vrais 
éclats métalliques. 

L’étude de ce phénoméne curieux m’a amené a constater, 
chez les spirochétes cecaux, une propriété biologique ignorée 
jusqu’aujourd hui. 

Dans les liquides nutritifs contenant du sang, ces germes 
produisent, aux dépens de ce dernier, de la mélanine que l'on 
peut démontrer par la réaction du pyrrol. 

On sait que les mélanines sont des produits de condensation 
et d’oxydation du pyrrol. Chez les organismes vivants, elles 
sont probablement produites par l’action de certaines diastases. 
Mais on n’avait pas encore connu leur formation in vitro, par 
action directe de micro-organismes. 

Pour démontrer la réaction du pyrrol dans les cultures spi- 
rochétosiques obtenues en présence de sang, on choisit les 
tubes de cultures les plus vieux et plus noircis et l’on en 
recueille tout le dép6t, qui est une sorte de précipité noiratre, 
sur de la laine d’amiante, préalablement chauffée au rouge et 
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ensuite lavée plusieurs fois & l’eau distillée. On séche le préci- 
pité dans l’étuve et on V’introduit, avec l’amiante, dans un 
petit creuset de quartz que l’on couvre avec une lame de verre, 
laissant seulement un petit trou laléral pour permettre la 
sortie des vapeurs. On place le creuset sur une petite flamme 
& gaz, de fagon que la combustion de la matiére organique 
seffectue lentement, et l’on met une petile écharde de bois de 
sapin, préalablement plongée dans l’acide chlorhydrique, dans 
la direction des vapeurs qui sortent. Par l’action de ces der- 
niéres, l’é6charde acquiert une coloration rouge intense. 

C’est la réaction des mélanines. 

Dans les tubes stériles de bouillon-sang ou d’eau peptonée- 
sang, conservés méme plusieurs mois dans l’étuve comme 
témoins, on n’observe aucune trace de noircissement. IIs 
gardent presque intacte leur couleur primitive donnée par 
Vhémoglobine, et ne présentent point la réaction des méla- 
nines. 

Mais pour la production de la mélanine la présence de 
Voxygéne est nécessaire. 

Si l’on ensemence les spirochétes en tubes de bouillon-sang 
et qu’on recouvre le milieu de culture d’une couche d’huile de 
vaseline qui le préserve du contact de lair, la production de la 
mélanine n’a pas lieu du tout ou seulement en quantité insi- 
gnifiante. — 

Les spirochétes cecaux sont des aérobies facultatifs et, par 
conséquent, ils supportent méme des conditions de vie anaé- 
robie. 

Dans les cultures préservées du contact de l’air, ces microbes 
se développent plus pauvrement et lentement, mais ils y 
vivent bien plus longtemps. Dans ce cas, le milieu sanguin 
conserve inaltérée, pendant plusieurs mois de suite, la couleur 
de V’hémoglobine. Les microbes s’y développent particuliére- 
ment en surface, au-dessous de la couche d’huile, formant um 
voile mince et trés délicat, d’une couleur blanc sale, et qui 
tend a grimper le long des parois, entre le verre et la colonne 
d’huile, comme pour aller a la rencontre de l’oxygéne atmo- 
sphérique. Les lambeaux les plus superficiels du voile micro- 
bien acquiérent parfois une couleur brunatre, due a la for- 
mation de pigment mélanique. De temps en temps, de petits 
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fragments de la pellicule superficielle tombent au fond du 
ae, en y formant un dépot qui augmente continuellement. 

Cependant, dans ces cultures presque anaérobies, les spiro- 
chétes se développent d’une maniére moins typique, présen- 
tant un pléomorphisme marqué, c’est-a-dire des formes anor- 
males ou de dégénérescence. Si on préléve un petit fragment de 
la pellicule ‘superficielle, ou que l’on aspire, avec une pipette 
effilée, un peu du dépdt qui est au fond du tube, on peut 
observer au microscope une infinité de petits vibrions ou de 
eranulations coccoides de dimensions variables. On y rencontre 
méme des spirochétes caractéristiques, plus ou moins longs. 
Mais entre ces formes spirochétiennes typiques et les formes 
typiquement vibrioniennes ou spirillaires, il existe toute une 
série de formes intermédiaires trés différentes. 

Cette tendance marquée ase développer et & se présenter sous 
les aspects les plus divers, améne 4 douter sérieusement de la 
possibilité de baser la classification de ces microbes sur des 
données morphologiques. 

Kn outre, apparition, dans les cultures pures de spiro- 
chétes, de formes nettement bacillaires, qui parfois acquiérent 
méme un aspect fusiforme, pourrait faire surgir lhypothése 
d'une origine commune de ces deux formes microbiennes : 
savoir des bacilles fusiformes et des spirochétes, dans les asso- 
ciations dites fuso-sptrochétiennes. 

J'ai dit que dans les cultures presque anaérobies la cialis 
des spirochétes dure plus longtemps. En effet, tandis que, 
dans les cultures aérobies la vitalité cesse au bout de quelques 
semaines, on peut réussir a pratiquer des repiquages fertiles, 
méme aprés deux mois, en se servant des cultures NS 
Désormais, je donne la préférence & ces derniéres, dans le but 
de conserver longtemps. ces micro-organismes trés délicats. 

Les spirochétes cecaux se développent assez bien dans le 
milieu demi-solide de Noguchi. Gomme on le sait, ce milieu a 
la composition suivante : 


Sérum frais de lapini..54 2a) w 22. 22 0evolumes: 
Solution physielogique...... 4. .4e06... 80 — 
Gélose nutritive: A 2: pa 100... een ae Pe ee 


Hémoglobine de lapin (1 cent. cube de sang 
défibriné en 3 cent. cubes d'eau distillée) . . 1-2 — 
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Dans ce milieu, le développement des spirochétes' s’effectue & 
la surface, d'une facon luxuriante, dés les premiéres vingt- 
quatre heures, formant des tresses trés touffues et faisant 
virer au brondtre, dans les couches supérieures, la couleur 
rosée du milieu. Au bout de trois & quatre jours on observe déja 
des spirochétes trés longs et caractéristiques. Au bout de six & | 
sept jours, ils commencent & se briser et: a subir la transforma- 
tion granuleuse. Les spirochétes préférent sans doute les 
milieux demi-solides aux milieux liquides. 

Dans le but de conserver les cultures sans avoir recours a des 
repiquages trop fréquents ou au sang défibriné frais, que l'on 
ne peut pas toujours avoir sous la main, j’emploie ordinaire- 
ment le milieu de Noguchi ou celui de mon assistant Sette (1); 
ce dernier milieu nutritif est méme plus économique que celui 
de Noguchi et les cultures y conservent assez bien leur vitabité. 

En puisant, a l’aide de la pipette, une bonne quantité de ces 
milieux riches de spirochétes et en la distribwant dans des 
tubes de simple bouillon ow d’eau peptonée a 1 p. 100 et en 
ajoutant, enfin, de Vhuile stérile de vaseline, on peut obtenir 
des cultures presque anaérobies, aussi durables que celles effec- 
tuées & laide de miliewx au sang. Dans ce eas, le mélange 
gélose-sérum-hémoglobine tombe aw fond dw tube de bouillon, 
ot: if constifue un dépdot mow, floconneux, qui augmente gia- 
duellement, représentant a la fin une agglomération luxuriante 
de spirochétes de toutes formes et de toutes dimensions. 

Pour les examens microscopiques en champ obscur, les cul- 
tures spirochétiennes dans ies milieux demi-solides sont celles 
qui se prétent le mieux, parce qu’elles sont trés abondantes et 
denses, spécialement dans les couches supérieures. 

Examinés & l’ultra-microscope, les spirochetes se montrent 
comme des filaments spiralés tellement enchevétrés, & former 
de vrais feutres. Ils ressemblent 4 de gros flocons de neige et 
rappellent Vaspect des cultures de Leptospira icteroides de 
Noguchi. Toutefois, ces leptospires sont plus gréles, plus déli- 


(1) Le milieu demi-solide de Sette a la composition suivante : 


Solution physiologique. ...- 2s. 6-. 120 volumes; 
Galosers2 palOOM(Eh 7 aya, cl seen ee ee 
Secu Coma piers cn sey wnlehce e)sebucl taeeeusl Yelle 5 — 
Bouillon laetos6) 2) 2 822 + nanny sel ins 10 — 


Solution d’hémoglobine 2... 7... 5 se 4 — 
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cats, généralement plus uniformes, avec un pas de spire plus 
petit et crochus, tandis que les spirochétes cecaux sont plus 
eros, pas crochus et avec un pas de spire plus large. 

Les uns, aussi bien que les autres, se présentent immobiles 
lorsqu’ils sont réunis en amas. Les individus isolés, qui nagent 
dans les espaces libres, sont au contraire doués de mouvements 
de locomotion qui varient selon la phase de développement du 
spirochéte. 

Les formes jeunes, courtes, en virgules, ont des mouvements 
tres rapides et traversent le champ obscur avec une agilité 
comparable & celle des vibrions cholériques qui, de tous les 
microbes, sont ceux qui ont la vitesse de locomotion la plus 
grande (1); avec quelques difficultés on réussit & déceler un cil 
terminal trés délicat. Les formes adultes et longues se meuvent, 
au contraire, plus lentement, par des mouvements sinueux, 
torpides. Je n’ai réussi & déceler dans ces formes aucun cil. 
Elles sont rendues immobiles par les solutions de bile de beeuf a 
25 p. 100, et sont complétement dissoutes par la bile 250 p. 100. 

Dans les tubes de bouillon lactosé & 2 p. 100, auquel on a 
ajouté un peu de carbonate de chaux et de sang défibriné, 
les spirochétes se développent mieux que dans le bouillon de 
viande. Si l’on examine la culture tous les jours, ayant soin de 
ne pas la secouer, afin d’éviter le soulévement du dépdt 
Whématies qui s’est formé au fond du tube, on constate que le 
développement des spirochétes est bien peu abondant dans les 
couches supérieures du liquide. Ils poussent au contraire trés 
abondamment au fond du tube, en contact immédiat avec les . 
globules rouges. Si on préléve, & l'aide d’une pipette, ce dépdt 
d’hématies, on constate en effet qu il est constitué par un dense 
réseau de spirochetes de dimensions trés variables, des formes 
courtes vibrioniennes aux formes trés longues spiralées. 

Cela confirme les préférences que ces microbes montrent 
essentiellement pour le sang. Ils appétent les globules rouges,. 
surtout frais et pas trop détériorés, plus que toute autre 
nourriture. On observe, en effet, que dans les bouillons qui 
contiennent des globules rouges hémolysés, le développement 
des spirochétes est insignifiant ou nul. 


ee la vitesse de locomotion du vibrion cholérique. Ces Annales, 1919, 
p- : 
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3° CULTURES EN MILIEUX LIQUIDES NE CONTENANT PAS DE SANG. 


Toutefois, quand on a obtenu des cultures dans des milieux 
au sang, il est facile méme d’obtenir des sous-cultures en 
bouillon lactosé, en eau peptonée, dans le lait, dans les sérums 
de cheval, de lapin, de cobaye, pourvu que les ensemence-_ 
ments soient effevtués en dose massive. Les repiquages au 
moyen de l’ause de platine restent généralement stériles. 

Voila la raison pour laquelle, malgré toutes les ruses expé- 
rimentales imaginables, on n’a pas réussi jusqu’a présent a 
isoler ces spirochétes en culture pure. Ils ne peuvent pas étre 
isolés moyennant des milieux solides et, d’ailleurs, on n’obtient 
aucun résultat par la méthode de la dilution dans les liquides 
afin de les séparer de la présence des microbes associés. 

Méme si l’on réussissait, par la dilution extréme d’un maté- 
riel impur — par exemple d’une évacuation fécale, de crachats 
sanguinolents, de sanie phagédénique — & séparer un seul 
spirochéte, on n’aurait pas encore atleint le but de la capture 
de ce microbe. 

L’ensemencement d’un seul spirochéte, au moins dans les 
milieux nutritifs ordinaires, n’aurait aucune probabilité de 
donner une culture féconde. 

Les cultures en simple bouillon de viande, oblenues comme 
il a élé dit plus haut, ne sont cependant pas trés luxuriantes. 
Pendant quelque temps le liquide reste transparent, sans 
aucune trace de développement. Seulement au bout de deux 
a trois jours il se forme, au fond du tube, de petits flocons 
qui ont l’apparence de nuages trés délicats. L’examen micro- 
scopique y constate de nombreux batonnets sinueux et peu de 
formes spirochétiennes, généralement assez courles. Ces formes 
atteignent leur développement maximum au bout de trois a 
six jours, ce qui coincide avec un léger trouble du bouillon. 
Successivement, les spirochétes commencent & subir la dégé- 
nérescence et se transformer en granulations coccoides. Dés le 
neuviéme jour on ne voit que quelques formes vibrioniennes ; 
pas de spirochétes, mais de grands amas de sphérules homo- 
genes, semblables & des cultures de microcoques. 

A certains égards, l'eaw peptonée a 1 p. 100 constitue un 
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milieu plus favorable que le bouillon de viande au dévelop- 
pement des spirochetes cwcaux. Cependant, méme dans ce 
liquide, les spirochétes ne commencent & pousser que deux a 
trois jours aprés l’abondant ensemencement. Mais, a cdté des 
formes habituelles de vibrions et de petits spirilles, on observe 
au fond du tube, entre le deuxiéme et le quatri¢me jour, des 
dépots floconneux qui renferment de grandes quantités de 
spirochétes, bien développés, parfois trés longs. 

Les cultures en eau peptonée se conservent plus longtemps 
que celles en bouillon de viande. Les spirochetes y gardent 
leur aspect caractéristique jusqu’au sixiéme ou septidme jour. 
Mais, & partir du huitiéme jour, leur phase d’involulion com- 
mence. Les spirochétes se dissolvent et il ne reste dans la cul- 
ture que de petits spirilles et des amas de granulations cocci- 
formes. 

Le bouillon lactosé a2 p. 100, additionnéd’un peu de carbo- 
nate de chaux, constitue un milieu beaucoup plus favorable 
que le bouillon ordinaire et l’eau peptonée. Mais ces cullures 
ont une vitalité courte, 4 cause de la réaction acide que le 
liquide acquiert en peu de jours. 

Au bout de quarante-huit heures la culture est, dams ce 
milieu, déja en marche. Le bouillon se montre uniformément 
troublé et l’examen microscopique réyéle des quantités trés 
considérables de petites formes spirillaires, parmi lesquelles 
on constate assez de spirochetes longs, flexueux et trés carac- 
téristiques. Pendant les jours qui suivent les spirochéles 
augmentent encore leur nombre. Mais bient6t on observe un 
changement de scéne, qui prélude a l’extinclion trés rapide de 
la culture. Vers le septiéme ou le huititme jour, on commence 
a observer sur les parois du tube un dépdot pulvérulent, trés 
fin, qui rend opaque le verre et qui, au microscope, semble 
constitué par une quantilé énorme de petites bactéries plus ou 
moins fragmentées et transtormées en amas de granulations. 

Les spirochétes caecaux exercent une action fermentative 
marquée sur le lactose, avec production d’acide lactique. Cet 
acide, en réagissant sur le carbonate de chaux, forme du lac- 
tate de calcium soluble qui, & son tour, provoque la coagula- 
tion des spirochétes et leur floculation sur les parois et au 
fond du tube, ot l’on peut toujours observer un dépdt flocon- 
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neux et comme mucilagineux, constitué par de petites bactéries 
de dimensions diverses, groupées en amas plus ou moins 
grands et ne rappelant nullement la forme primitive spiroché- 
tienne ou spirillaire. 

Evidemment, dans ce cas a lieu un phénoméne physique 
par lequel, peut-étre, la chaux provoque la dégénérescence des 
spirochétes, qui subissent alors une désagrégation et meurent 
par suite de la réaction acide du milieu. Kn effet, au bout de 
neuf jours, le carbonate de chaux, qui se trouvait au fond du 
tube, n’y existe plus et, & sa place, on trouve un dépét abon- 
dant, blanchatre, muqueux, constitué par des floculats pleins de 
formes bactériennes trés gréles, presque fragmentées et d’amas 
de granulations coccoides. 

L’ensemble de ces observations ne confirme pas seulement 
la notion de la délicatesse extréme et de la fragilité des spiro- 
chétes cacaux, mais aussi leur grande tendance au pléomor- 
phisme le plus marqué et 4 Vinvolution rapide, laquelle se 
manifeste morphologiquement par leur compléte transforma- 
tion granuleuse. 

Jai déja dit plus hant que l’on peut obtenir des cultures de 
spirochétes méme dans le lait. 

Kffectivement, dans le Jatt stérilisé on trouve au bout de 
quarante-huit heures depuis l’ensemencement de nombreux 
groupes de formes courtes spirochétiennes. Mais celles-ci ne 
poussent pas abondamment; on n’observe jamais les formes 
longues et, apres cing & six jours, la culture meurt par la 
réaction acide qui survient dans le milieu. 

J'ai essayé aussi des sérums. 

Dans le sérum de cheval les spirochétes se développent len- 
tement, peu abondamment et d'une maniére atypique. On y 
rencontre des formes bacillaires, plus ou moins longues, 
parfois courbées et en trés grande partie conglomérées. 

Dans le sérum dilué avec de la solution physiologique, 
spécialement & 1 p. 10, le développement est plus abondant, 
mais, méme dans ce milieu, les spirochétes poussent par 
eroupes et forment des agrégats bacillaires, parmi lesquels on 
distingue nettement des éléments cocciformes, filamenteux, 
spirillaires, vibrioniens, etc. Bref, on rencontre wn pléomor- 
phisme trés marqué et, dans les préparations microscopiques, 
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on ne réussit jamais & yoir des spirochétes vraiment typiques 
et bien développés semblables & ceux que l’on observe dans le 
sang défibriné ou dans les milieux de Noguchi et de Sette. 

Des essais de cultures, effectués respectivement avec le 
sérum de lapin ou le sérum de cobaye, svit purs, soit dilués 
avec du bouillon, de l’eau peptonée ou de la solution physiolo- 
gique, ne m’ont pas donné de meilleurs résultats. 

Un milieu nutritif que l’on peut recommander, non pour la 
production de cultures abondantes, mais pour leur conserva- 
tion, est constitué par la gélatine ordinaire. ; 

Il faut avant tout noter que les spirochétes cacaux ne 
poussent pas sur la gélatine solide, & la température du labora- 
toire. Mais dans I’étuve & 37°, du moins dans la gélatine liquide, 
ils se multiplient, quoique tres lentement, d’une maniére assez 
facile et caractéristique. 

Déja deux ou trois jours aprés l’ensemencement, on com- 
mence a observer, suspendus dans la gélatine, de gros flocons 
presque sphériques, qui semblent nager dans le milieu liquéfié. 
Ces globules, qui ont l’aspect de houppes de coton, croissent len- 
tement et indifféremment soit dans la profondeur, soit vers la 
surface du milieu. Sil’on excepte ces globules nageants, opaques 
et isolés, la gélatine reste d’ailleurs transparente. 

L’aspect microscopique-de ces amas floconneux montre qu’ils 
sont constitués par des spirochétes de toute dimension. Au bout 
des premiéres quarante-huit heures on commence & constater, 
comme a l’ordinaire, les formes vibrioniennes, puis les formes 
spirillaires courtes; au bout de quatre 4 cing jours les spiro- 
chétes longs, méme avec 10 & 20 ondulations, et, plus tard, 
le début de la transformation granuleuse. 

Parfois les spirochetes se développent méme en surface et 
forment une mince pellicule et une collerette adhérente au 
verre. 

Si on laisse encore la gélatine dans |’étuve, les colonies for- 
mées par les gros globules et le voile superficiel tombent, & la 
fin, au fond de la gélaline, en y formant un dépét ot l’on voit, 
péle-méle, des amas de granulations et des formes en virgule 
ou vibrioniennes. Cependant, la gélatine reste toujours trans- 


parente et présente seulement de petits flocons, suspendus ca 
et la dans le milieu demi-solide. 
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Mais si l’on dte la gélatine de I’étuve et qu’on la conserve a 
la température du laboratoire, les globules restent immobilisés 
a leur place, dans le cylindre de gélatine qui se solidifie. Si l’on 
évite l’évaporation, les colonies peuvent de cette maniére étre 
conservées, pour des buts démonstralifs, pendant quelques 
mois de suite. Dans ces cultures en gélatine, les spirochétes 
survivent longtemps. J'ai réussi & effectuer des repiquages 
méme aprés deux mois. 

Les cultures liquides de spirochétes caecaux ne dégagent 
aucune odeur spéciale. 


4° CULTURES SUR MILIEUX - SOLIDES. 


La gélose simple est le seul milieu solide sur lequel j'ai 
réussi a obtenir des cultures aérobies de spirochétes. L’addition 
de sang & la gélose ne semble apporter aucun avantage. 

Mais il est extrémement difficile et aléatoire d’obtenir ces 
cultures. Les ensemencements ordinaires effectués au moyen 
de l’anse de platine, ou méme de la pipette, restent générale- 
ment stériles. Seulement quelquefois, quand on ensemence 
plusieurs tubes de gélose, spécialement en se servant de 
cultures spirochétiennes déja bien développées en sang défi- 
briné, on réussit & voir dans quelques-uns de ces tubes, apres 
quatre 4 cing jours d’étuve — !e plus souvent dans les couches 
inférieures du milieu, méme si celui-ci ne renferme pas d’eau 
de condensation au fond — quelques traces de développement 
de spirochétes. 

Au début, la culture se présente comme de petites colonies 
rares et isolées qui apparaissent clairsemées & la surface de la 
gélose, ou comme une collerette opaque, grisatre, molle, qui 
suit les bords inférieurs du milieu nutritif. 

Ces colonies ont l’aspect de petites gouttes ou de coulages de 
cire. Elles présentent une surface luisante et une consistance 
pateuse et presque muqueuse, mais se dissolvent et se désa- 
grégent vite dans l’eau de condensation. Elles croissent avec 
une lenteur extréme le long de la strie et ont une tendance 
minime & se développer en surface. Avec le temps, elles gros- 
sissent, deviennent épaisses et presque tuméfiées et lorsqu elles 
ont atteint un certain degré de développement, qui n'est 
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jamais considérable, s'arrélent définitivement dans leur crois- 
sance. D’abord elles montrent une coloration grisdtre sale, 
mais, peu & peu, quelques-unes d’elles, pas toutes, acquierent 
une coloration quelque peu brunatre, tandis que leur transpa- 
rence est jaunatre. 

Quand, dans les tubes, il y a de l’eau de condensation, i! se 
forme, proche d’elle, Ala surface de la gélose, une sorte de 
rosée qui, au microscope, se montre constiluée de formes 
vibrionniennes et spirochétiennes, mais atypiques, dégénérées, 
tuméfiées, gibbeuses, parfois monstrueuses et courbées, 
ressemblant & des vers & soie. Elles sécartent tout 4 fait 
des formes vibrioniennes et spirochétiennes typiques et nor- 
males. 

L’examen microscopique des colonies qui poussent dans la 
partie solide et stche du milien montre au contraire, dés les 
premiers jours, une quantité énorme de spirochétes de toute 
dimension, mélangés avec une infinité de corps coccoides qui 
sont, évidemment, le produit de la dégénérescence granuleuse 
des formes spirochétiennes, laquelle commence trés précoce- 
ment. Pendant le séjour ulférieur des cultures dans l’étuve, le 
nombre de spirochéles diminue progressivement. La transfor- 
mation granulaire se déroule avec une grande rapidité, et, au 
bout de huit a dix jours, on ne voit que de grands amas de corps 
coccoides, tandis qu'il ne reste aucune trace de formes spiro- 
chétiennes. 

Ces corps coccoides sont assez caractéristiques. En général 
ils se colorent bien faiblement par la fuchsine phénique diluée: 
Observés avec un plus fort grossissement, ils se montrent 
constilués, en partie, par des granulalions ayant un point 
central qui se colore fortement, et par un halo ou enveloppe 
externe qui reste au contraire faiblement colorée. 

Mais d'autres granulations se colorent d’une facon plus ou 
moins homogéne et alors elles semblent constituées par des 
amas de microcoques. Parfois ces amas, résultant d’éléments 
quelque peu déformés ou allongés, apparaissent comme consti- 
tués par de trés petites bactéries. 

Dés le onziéme jour on ne trouve plus de traces de formes 
spirochétiennes et toute la colonie apparait formée par un 
énorme conglomérat de granulations. Parfois ces derniéres se 
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montrent disposées' en chainettes qui rappellent celles des 
streptocoques. 

En observant ces préparations, on imagine bien difficilement 
que ces amas de formes coccoides ont pu dériver d’une culture 
pure de spirochetes. 

Kt cependant, si l’on ensemence une petite quantité de ces 
amas dans un tube contenant du sang défibriné frais, de cobaye 
ou de lapin, on peut voir, au bout de vingl-quatre heures, 
qu'ils germent d’une maniére réguliére et forment, d’abord, des 
figures vibrioniennes ou en 3 et, ensuite, des figures typique- 
ment spirochéliennes. 

Les premiéres préparations que l’on fait avec cette nouvelle 
culture montrent tout de suite et clairement la facon dont 
les spirochétes dérivent des granulations coccoides. On voit, 
en effet, de petits agrégats centraux de granulations, de la 
périphérie desquels poussent et se détachent des formes vibrio- 
niennes et des filaments spirochétiens plus ou moins longs. 
Dans ce cas on observe comme |’image d’un petit buisson ou 
d'un hérisson. 

Les spirochétes qui poussent a la surface de la gélose 
tendenta pénétrer dans la profondeur du milieu. Si on racle, en 
effet, la culture et qu’onl’enléve complétement, il reste encore 
visible une empreinte opaque qui s’enfonce dans la gélose et 
qui, & l’examen microscopique, parait constituée par des 
amas de granulations. 

Les repiquages d’une culture sur gélose dans d’autres tubes 
de gélose présentent une réussite incertaine. Ils restent géné- 
ralement stériles. On obtient seulement quelques résultats 
positifs lorsqu’on pratique des ensemencements trés abondanis. 

Ayant observé que la bonne réussite de ces repiquages se 
manifeste de temps & autre, je suppose que la valeur du pH du 
milieu nutrilif exerce une influence décisive a cet égard. 

Je n’ai‘obtenu aucun résultat des tentatives de culture faites 
sur d’autres milieux nutritifs solides. 


En résumé, de l’étude des cultures des spirochétes cacaux 
dans les différents milieux nutritifs il ressort clairement que 
ces microbes, extrémement délicats et fragiles, aiment plutot 
les milieux demi-solides et plus ou moins riches en sang. Cela 


28 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


explique pourquoi on les rencontre surtout en grande quan- 
tité dans les produits pathologiques plus ou moins riches en 
globules rouges (crachats hémoptoiques, diarrhées sanguino- 
lentes, etc.). 

Il y améme quelques auteurs qui supposent que les hémo- 
ptysies des tuberculeux porteurs de spirochétes peuvent ¢tre 
provoquées par ces microbes plutot que par les bacilles de 
Koch. Ils se basent sur le fait que la disparition des formes 
spirochétiennes coinciderait généralement, dans ces cas, avec 
la cessation de l’expectoration sanguine. A présent, on com- 
prend bien cela, comme pareillement on comprend que si l'on 
supprime, par un traitement convenable, une diarrhée sangui- 
nolente, cessent en méme temps les décharges fécales abon- 
dantes de spirochetes. 

Les spirochétes montrent une vitalité bien faible, spéciale- 
ment lorsqu’ils se développent en présence de lair. Leur 
transformation granuleuse survient avec une grande rapidité. 
Cette transformation — ainsi qu’il a aussi été observé chez 
les vibrions cholériques — ne signifie pas toujours la mort des 
spirochétes, parce que les granulations coccoides sont encore 
capables de germer et de reproduire des formes spirochétiennes, 
lorsqu’on les réensemence dans un milieu nutritif trés favo- 
rable, comme le sang défibriné. Cependant, la transformation 
coccoide prélude sans doute ala mort prochaine des spirochétes 
et a l’extinction de la culture. 

Jai effectué quelques expériences de filtration sur bougies 
Berkefeld N. et Chamberland L. Seulement dans quelques cas, 
j'ai pu observer le passage des spirochétes, en ce qui concerne 
les cultures en bouillon-sang. Mais je ne puis affirmer s’ils 
traversetrent les filtres sous la forme spirochétienne ou sous 
celle de granulations. 

La vie presque anaérobie facilite au contraire, spécialement 
dans les milieux demi-solides, la survivance des spirochétes et 
les fait développer d’une facon plus luxuriante. Par cela, on 
pourrait, peut-étre, expliquer pourquoi, dans la plupart des 
manifestations pathologiques extra-intestinales caractérisées 
par la présence de spirochetes, on constate l’association d’autres 
microbes, comme dans langine de Vincent, dans les ulcéres. 
phagédéniques, dans la gangréne pulmonaire, dans les végéta- 
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tions génitales, dans le noma, etc. On trouve toujours les spiro- 
chétes dans les couches profondes des tissus malades, tandis 
qua la surface abondent les microcoques et les autres bactéries. 
Dans quelques néoformations papillomateuses étudiées chez les 
solipedes, Carpano (1) a observé que les spirochétes nichés 
dans les couches les plus profondes des lésions sont presque en 
culture pure. 

On sait que certaines espéces anaérobies peuvent pousser en 
présence de l’air, seulement parce qu’elles vivent symbiotique- 
ment avec d’autres espéces avides d’oxygéne. Cela rappelle a 

la mémoire une observation intéressante faite par Sangiorgi (2), 
qui a obtenu le développement en série des spirochétes intesti- 
naux de l'homme, seulement aprés avoir laissé intact, dans les 
tubes d’eau peptonée, le voile superficiel constitué par des 
microbes aérobies, qui mettait les spirochétes en conditions de 
vie presque anaérobie. 

D’ailleurs, on sait bien que ces symbiotes des germes anaéro- 
bies ne jouent pas seulement le réle d’absorber l’oxygéne et 
d’exercer une action réductrice, mais elles produisent aussi des 
substances analogues aux ferments, qui stimulent le dévelop- 
pement des mémes anaérobies. Quelques auteurs admettent, en 
effet, que plusieurs micro-organismes sont capables de faciliter, 
dans l'intestin, le développement des spirochétes. 

Les spirochétes cxcaux présentent, au moins dans les 
cultures artificielles, et méme lorsqu’ils se développent dans 
des milieux identiques, un pléomorphisme si remarquable et si 
fréquent, que l’on peut bien supposer qu’aussi dans le contenu 
intestinal — dont la composition, la réaction, |a flore micro- 
bienne, etc., subissent tant de variations, spécialement dans 
les états pathologiques — ils peuvent acquérir des formes, des 
dimensions, des caractéristiques diverses, comme je l’avais 
déja constaté dans mon observation de 1895. 

Cela posé, il est naturel que l’on doive soumetire & une revi- 
sion la classification actuelle et la nomenclature des spirochétes, 
au moins de ceux décrits dans les différentes localisations 


(1) Su di aleuni spironemi rinvenuti in neoformazioni papillomatose degli 


equini. La Clinica Velerinaria, 1914. 
(2) Sugli spironemi dell’ intestino umano coltivali in vitro. Pathologica, 


{er septembre 1917. 
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nasales, pharyngiennes, laryngiennes, trachéales, bronchiales, 
alvéolaires, pleurales, appendiculaires, cacales, sigmoido- 
rectales, etc., car elles sont basées exclusivement sur des 
données morphologiques relevées seulement a l'aide du micro- 
scope, c’est-’-dire basées sur des éléments trés variables et 
incertains : longueur, épaisseur, mouvements, extrémilés 
effilées ou émoussées, spires plus ou moins serrées et plus ou 
moins profondes, chromophilie, etc. 

On ne peut donc exclure la possibilité d'unifier ou, au 
moins, de simplifier considérablement les nombreux types — 
ou, mieux, l’excds de types — de spirochétes, spécialement de 
ceux de l’apparei! digestif. On ne peut aujourd’hui éliminer be 
doute que, dans bien des cas, plutdt que d’espéces diverses, il 
s'agit de formes que l’on peut réduire a trés pew d’espéces, 
peut-¢tre & une seule, comme les colibacilles, microbes essen- 
tiellement entérophiles et extrémement variables. 

Le fait quedéja maints auteurs | Hassenforder (1), Sangiorgi (2), 
Lebeeuf et Braun (3), Luger (4), Waldorp (5), Delamare (6), 
De Lavergne et Florentin (7), etc.) tendent & admettre que Jes 
spirochétes ne sont que des. microbes de la bouche transportés 
mécaniquement dans l’intestin, et que Kritchevsky et Ségwin (8) 
admettent déja l'unité de souche dans les'spirochétoses buccales, 
nous améne & considérer comme possible une telle simplifica- 
tion. 

Il ne serait pas possible, par exemple, de contester la par- 
faite identité morphologique entre les’ figures des spirochetes 
bronchiaur, cullivés par Bezangon et Etchegoin & partir des 
crachats hémoptoiques tuberculeux — et dont les photomicro- 


(1) Contribution a l'étude des microbes spiralés de Vintestin et de leur 
role pathogéne. Thése de Lyon, 1913-1914. 
ie Lamblie e spironemacee nell’ intestino umano.. Pathologica, 15 maggio 

(3) Résultats de examen microscopique de 436 selles, etc. Soc. méd. des 
Hép. de Paris, 20 octobre 1946. 

(4) Spirochaten und fusiform Bazillen im Darm, etc. Wiener med. Woch., 
1907, p. 1643). 


(5) Spirochétose intestinale C. R. de la Soc. de Biologie, 91, 1924, p. 322. 
(6) Loe. cit. 


(7) Fusospirochétose a localisation rectale. C. R. de la Soc. de Biologie, 
24 mans 1925. 


si Paates des spirochétoses buccales. Revue de Stomatologie, 27, 1923, 
p. 548. 
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graphies sont reproduites dans la planche qui accompagne la 
note de ces auteurs publiée dans les C.-R. de la Société de 
Biologie du 30 avril 1926 — et les figures des spirochétes 
cecaux reproduites aux n° 1, 3, 4,5, 9, 10 et 12 de la planche | 
qui accompagne le présent mémoire. 

fl faut néamoins considérer que, méme en admettant: l’ori- 
gine buccale des spirochetes intestinaux — opinion que |’on ne 
pourrait contester, car les spirochétes ne peuvent naitre dans 
le contenu intestinal par génération spontanée — nous ve 
devons aucunement accepter I'hypothése de leur transport 
purement mécanique et, respectivement, de leur passage banal 
a travers la muqueuse gastrique. Si lon tient compte de ce que 
Von a méme récemment démontré (1) en ce qui concerne les 
voles que parcourent tous Jes microbes asporogénes de la 
bouche pour atteindre les derniéres portions du canal digestif, 
ou, effectivement, a lieu une excrétion pariétale continue de: 
bactéries qui proviennent des surfaces muqueuses en commu- 
nication avec l’extérieur, et si l'on considére encore la sensi- 
bilité extreme des spirochétes & l’égard des acides, il parait 
évident que le passage de ces microbes, de la cavité buccale 
au contenu cecal, ne peut s’effectuer & travers l’estomac, mais 
seulement par la voie sanguine. 


If]. — Action des spirochétes cecaux sur l’organisme animal. 
Les symbioses spirochétiennes. 


Jusqu’a présent, les propriétés pathogénes des spirochétes 
buccaux, respiratoires ou intestinaux se sont. montrées bien 
peu évidentes et peu coneluantes du cété expérimental. 

Les expériences effectuées sur des animaux d’espéces diffé- 
rentes par Le Dantec (2), Teissier, Richet et Tanon (3), Dela- 
mare (4), Thiroloix et Durand (5), Hogue (6) etc., avee des 


1) G. Sanaretit. Les entéropathies microbiennes. Paris, Masson, éd., 1926. 
2) Loc. ett. 
3) Spirochétes et spirilles dans l’intestin. Condition de leur présence, etc. 
Bull. et Mém. Soc. méd. des Hép. de Paris, 2 juin 1914, p. 775. 

(4) Loe. cit., p. 340. 
5) Spirochétémie au cours d'une appendicite aigué, ete. Bull. et Mém. Soc. 
méd. des Hépitaux de Paris, 25 mai 1911. 


( 
( 
( 
( 
(6) Loc. cit. 
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cultures de spirochétes associés & d’autres microbes et méme 
avec des matidres fécales spirochétiféres, ont donné des résultats 
négatifs. 

P. Mihlens (1), qui a étudié quelques cas de spirochétose 
intestinale dans le Sud-Est de l'Afrique, n’admet pour ces 
microbes qu’un réle purement sapropbytique. 

Il parait que seulement les « greffes non stériles » (innestt 
non sterit) effectuées par neni (2) chez homme, ont 
donné, dans des circonstances trés spéciales, savoir sur des 
tissus déja blessés, des résultats posilifs, c’est-i-dire des ulcé- 
rations de nature phagédénique. 

Les partisans de la thése du pouvoir pathogénique primaire 
ou autonome des spirochétes affirment cependant que les 
insuccés de l’expérimentation chez les animaux ne peuvent 
effacer les résultats qui ressortent de lobservation pratique 
effectuée chez l'homme. 

Mais, & vrai dire, si les expériences de laboratoire n’apportent 
pas quelque lumiére dans ce sujet si obscur, on ne comprend 
pas comment on peut admettre qu'une espéce microbienne, que 
lon rencontre dans Jes manifestations morbides et spécifiques 
les plus diverses, aigués ou chroniques, primaires ou secon- 
daires, de homme et des animaux, apparait douée d’une action 
tout a fait indifférente-et fortuite ou bien d’une activité patho- 
géne multiforme et polyvalente. I] est difficile d’admettre qu'un 
microbe, dont la présence se rattache & tant de processus patho- 
logiques, se montre comme un agent bon & tout faire ou & ne 
rien faire ! 

Partant, apres avoir suffisamment étudié la morphologie et 
la biologie de mon spirochéte cecal que, d’ailleurs, je me 
garde bien d’identifier avec l'un ou l’autre des spirochétes 
intestinaux ou gastriques décrits jusqu’a présent, j’ai cru 
nécessaire de l’expérimenter chez les animaux de laboratoire. 

Je dirai tout de suite que les résultats de ces expériences ne 
sont pas encore fort remarquables, mais ils ont cependant 
permis de déterminer les propriétés pathogéniques — oles 
moi bien intéressantes — de ce micro-organisme. 


(1) Spirochaten bei Menschen und Tieren in Tropen. Deutsche, Milildrar(z 
Zeitschrift f. d. Armee, 1912, p. 430. 
(2) Loe. cit. 
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Il faut dire avant tout qu’on n’a pas la possibilité d’inoculer 
aux animaux de grandes quantités de spirochétes cecaux. Les 
cultures de ce microbe en milieux liquides, méme en présence 
de sang, sont toujours relativement peu abondantes; celles en 
milieux demi-solides se développent lentement et poussent bien 
seulement dans les couches supérieures; celles sur gélose se 
développent d’une facon incertaine, avec une extréme lenteur, 
n’acquiérent jamais laspect luxuriant des cultures bacté- 
riennes et dégénérent trés vite. Si on veut, par conséquent, 
inoculer des cultures fraiches, on est forcé inévitablement 
d’employer des émulsions relativement pauvres en microbes. 

Vajouterai encore que les expériences effectuées chez les 
souris blanches, chez les rats albinos, chez les chiens et les 
chats nouveau-nés et chez les singes, ont été enti¢rement 
négatives. Au contraire, j'ai obtenu des résultats plus ou moins 
intéressants, dans les expériences suivantes, effectuées sur les 
campagnols, les petits cobayes et les petits lapins. 


1° Exp&RIENCES CHEZ LES CAMPAGNOLS (Pyruimus Suavit). 


Les inoculations de spirochétes cecaux dans le tissu sous- 
cutané de ces petits animaux trés délicats ne donnent pas de 
résultat. Mais les inoculations intra-péritonéales de 2 cent. 
cubes d’une culture agée de trois jours provoquent parfois la 
morten deux a trois jours. Cependant cette derniére ne survient 
jamais par suite d’une multiplication des spirochétes. Dans la 
cavilé péritonéale des campagnols les spirochétes subissent, 
au contraire, des processus d’involution et une lyse rapide 
accom pagnée d’une phagocytose locale intense. 

{1 semble toutefois que les protéides mis en liberté par la 
spirochétolyse favorisent les infections secondaires. En effet, 
le tableau bactériologique des campagnols qui meurent dans 
ces cas est toujours celui d’une infection générale par B. pro- 
teus ou par d'autres bactéries de sortie. 

On ne réussit 4 obtenir des cultures de spirochétes ni avec le 
sang, ni avec les organes. 
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9° EXpréRIENCES SUR LES COBAYES. 


J’ai employé des cobayes nouveau-nés, de 60 & 80 grammes 
chacun. Les cobayes qui ont alteint une centaine de grammes 
ne peuvent déja plus servir; ils sont complétement insensibles 
aux spirochéles cecaux. 

Les injections intra-péritonéales de 4 & 5 cent. cubes de 
cultures récentes en bouillon-sang’ aménent parfois la mort 
qui peut survenir aprés quelques heures (seize 4 dix-huit) aussi 
bien qu’au bout de quelques jours (cing & six). 

Dans le premier cas, on rencontre a l’autopsie les signes 
d'une entéro-péritonite d’intensité moyenne, avec une réaction 
marquée de l’épiploon, mais avec une sérosité péritonéale peu 
abondante. On y constate une grande quantité de spirochétes. 
On réussit méme & voir ces micro-organismes dans le liquide 
pleural, le sang et le contenu un peu diarrhéique de Vintestin 
gréle, ou, évidemment, ils ont été expulsés par la voie de la 
muqueuse. On peut done supposer que, dans ces cas, a eu lieu 
une multiplication des spirochétes qui, ensuite, ont été déversés 
dans le courant sanguin. 

On obtient, en effet, des cultures pures en ensemencant le 
sang du cceur. Les cultures de l’exsudat péritonéal sont, au 
contraire, le plus souvent impures. Je n’ai jamais pu obtenir 
de passages en série en inoculant de cobaye 4 cobaye la 
sérosité du péritoine, Le nombre de spirochétes contenus dans 
les quantités peu abondantes de cet exsudat que l’on rencontre 
a Vautopsie est insuffisant. On constate donc ce qui a lieu aussi 
lors du cas des vibrions cholériques. On sait qu il n’est pas 
possible de rendre virulents les vibrions dans l’organisme des 
cobayes au moyen de passages en série ni directement de 
péritoine & péritoine. Généralement, les petits cobayes inoculés 
avec des sérosités péritonéales, méme si ces derniéres sont 
riches en spirochetes, survivent. Quelquefois ils meurent au 
bout de vingt-quatre heures avec les signes d’une légére entéro- 
péritonite, mais sans que les spirochétes aient pu se multi- 
plier. 

Lorsque la mort des cobayes survient au bout de plusieurs 
jours, elle est due exclusivement & quelques microbes de 
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sortie; le plus souvent au streptocoque, déchainé par le léger 
processus initial entéro-péritonéal. 

En résumé, l’aclion pathogéne des spirochétes chez les 
cobayes nouveau-nés est bien peu évidente. On constate rare- 
ment chez ces animaux une réelle multiplication des spiro- 
chétes. Le plus fréquemment ces microbes agissent comme le 
gonocoque, le méningocoque, etc., c’est-a-dire par Vaction 
directe ou indirecte exercée par leurs protéides. 


3° EXxpirrENCES SUR LES LAPINS. 


J'ai employé d’abord des lapins trés jeunes, pesant environ 
400 grammes. 

Les injections intra-péritonéales et celles intra-trachéales 
restent tout a fait imoffensives. Les injections intraveineuses, 
méme d’une grande quantité (5 cent. cubes) de culture en 
bouillon-sang, ne donnent lieu 4 aucune infection spiroché- 
tosique. Les animaux maigrissent beaucoup, deviennent cachec- 
tiques et succombent aprés plusieurs jours, sans présenter a 
Vautopsie aucune lésion spéciale. Les cultures révélent parfois 
la présence de germes banaux, dus 4 des invasions agoniques. 
Les injections sous-cutanées dans le pavillon de Voreille 
donnent lieu, ordinairement au bout de trois & quatre jours, 4 
la formation de petits abcés locaux, avec un contenu dense et 
caséeux. 

L’examen microscopique de ce pus ne décéle pas la présence de 
spirochétes, mais les ensemencements en bouillon-sang ou sur 
gélose donnent souvent lieu a des cultures spirochétiennes. 

{] est évident que, méme dans ces cas, l’action pathogéne des 
spirochetes cecaux que l’on met en contact avec des éissus 
sains se borne simplement a l'action exercée par leurs pro- 
téides plus ou moins toxiques, savoir par leur substance pro- 
toplasmique. 

Les inoculations dans les leslicules de jeunes lapins, pesant 
environ 1.200 & 1.400 grammes, donnent lieu, d’abord, & une 
tuméfaction de lorgane, accompagnée d’une légére rougeur du 
scrotum. Mais au bout de quelques jours tout redevient normal. 

Les inoculations dans la chambre antérieure de l’ceil pro- 
voquent la formation, au bout de deux ou trois jours, d’un petit 
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ulcére cornéen au point de pénétration de laiguille, et d'une 
irido-cyclite intense avec hyperémie accentuée et tuméfaction 
de Viris, mais sans que l’humeur aqueuse devienne apparem- 
ment trouble, c’est-a-dire sans qu'il y ait une multiplication 
appréciable des parasites. En effet, au bout de cing 4 six jours 
lil redevient normal. I] reste seulement un petit leucome 
cornéen. 

Mais si, en méme temps que l’injection de spirochétes dans 
la chambre antérieure de l'un des deux yeux, par exemple de 
ceil droit, on pratique Vinjeclion d’une petite quanlilé de sta- 
phylocoques pyogénes dans la chambre antérieure de J’autre 
cil, on assiste & ce phénoméne intéressant : au bout de trois 
jours, l’@il gauche est déja frappé de panophtalmie purulente, 
et deux jours apres, ce processus de suppuration dure encore, 
tandis que lil droit est déja guéri de son irido-cyclite spiro- 
chétienne. 

Au bout de douze a dix-huit jours, alors que l’eil gauche 
suppuré est devenu presque un moignon, on a la surprise 
de voir soudainement frappé l’ceil droit qui avait repris 
son aspect normal. On y constate d’abord une iritis violente, 
bientét suivie de panophtalmie et de destruction compléle de 
Yorgane. Du contenu de l’eil on isole le staphylocoque doré en 
culture pure. Aucune trace de spirochétes. 

De ces cas, qui reproduisent d’une facon si frappante la clas- 
sique ophtalmie sympathique, ressort bien clairement l’action 
prédisposante ou de l’appel a distance, exercée par le protéide 
spirochétien injecté dans la chambre antérieure de I’ ceil droit, 
sur les slaphylocoques nichés dans leeil gauche. 

Quel que soit le mécanisme de cet appel, il reste démontré 
que la présence des spirochétes ou de leur protéide favorise 
dans l'ceil la manifestation et le développement d’un processus 
de suppuration. 

Toutefois, il fallait encore savoir si méme le cas inverse 
pouvait avoir lieu, et, pour cela, j’ai effectué des expériences 
an vitro et in vivo. 

L’action favorisante que le staphylocoque doré exerce sur 
les spirochétes cacaux se manifeste d'une manieére trés évidente 
an vuro. 

Si, par exemple, dans une culture en bouillon-sang déja ense- 
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mencée, méme abondamment, de spirochétes, mais restée. — 
comme parfois il arrive — assez maigre ou presque stérile, on 
ensemence une anse de staphylocoques, on assiste bien vite, a 
partir du lendemain, a un développement vigoureux des spiro- 
chétes. On dirait que ces derniers accélérent leur aclivilé de 
proliféralion en présence des staphylocoques, qui agiraient 
comme de véritables agents catalytiques. 

Trés probablement les staphylocoques, en privant le milieu 
nutritif de son oxygéne, facilitent la germination et le dévelop- 
pement des spirochétes qui, dans certaines circonstances, 
s’adaptent mieux 4 un milieu un peu anaérobie. En effet, ils 
se multiplient abondamment en présence des staphylocoques el 
montrent des formes trés longues, tout a fait caractéristiques. 

Si lon fait des préparations avec le peu de dépdt qui se forme 
constamment au fond du tube de culture, on observe des touffes 
spirochétiennes étroitement unies & des amas de slaphylo- 
coques. 

La symbiose intime et l’altraclion réciproque de ces deux 
espéces microbiennes ne pourraient se montrer optiquement 
plus démonstratives. 

J'ai dit plus haut que Jes passages des cultures spiroché- 
tiennes, de bouillon & bouillon, ne peuvent étre effectués quand 
on ne fait pas les ensemencements avec d’abondantes quantités 
de microbes, c’est-a-dire a l’aide de la pipelte. Les repiquages 
au moyen de l’anse de platine sont insuffisants et le bouillon 
demeure toujours stérile. 

Or, si dans un tube de bouillon on introduit, a la fois, une 
anse de staphylocoques et une anse de spirochétes, l’examen 
microscopique de !a culture, déja bien développée aprés un 
séjour de vingt-quatre heures dans |’étuve, révéle, au milieu 
de staphylocoques, la présence de nombreuses formes courtes 
de spirochétes. Au bout de quarante-huit heures on y observe 
aussi des formes longues, en quantités telles qu’elles dépassent 
parfois le nombre des staphylocoques symbiotes. 

Cependant, aprés trois 4 quatre jours, ces derniers sont déja 
devenus plus nombreux que les spirochétes. Ceux-ci, ayant 
peut-élre atteint leur stade cultural mar, commencent a pré- 
senter les signes d'une involution précoce. En effet, cing jours 
aprés on observe clairement, parmi les formes spirochétiennes 
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survivantes, trés variées, le début de la transformation granu- 
leuse. Au bout de six a sept jours celte transformation est totale 
et on ne trouve plus aucun spirochéte. Leurs granules, sem- 
blables comme toujours A des corps coccoides, se confondent 
avec les staphylocoques. ; 

On obtient peut-étre des résultats encore plus démonstratifs 
si, au lieu d’ensemencer les deux microbes & la fois, on ense- 
mence les spirochétes dans un tube de bouillon ot l’on a intro- 
duit, vingt-quatre heures avant, le staphylocoque. Dans ce 
cas on observe qu’apres un séjour de vingt-quatre heures dans 
l'étuve, la prolifération des spirochétes est déja tes abondante. 

Evidemment, les produits du métabolisme déja formés par 
les microbes pyogénes, ou les changements survenus dans la 
constitution physique du milieu nutritif (diminution de l’oxy- 
géne, etc.), facilitent implantation et la multiplication des 
spirochétes. | 

Cependant, on ne peut pas constater le phénoméne opposé. 
En effet, si l’on ensemence une anse de culture spirochétienne 
dans un tube de bouillon et si, au bout de vingt-quatre heures, 
on introduit dans le méme tube une anse de staphylocoque, on 
n’observe, pendant les jours suivants, que le développement 
de ces derniers micro-organismes. I] n’y a aucune trace de 
multiplication des spirochétes ensemencés auparavant dans le 
bouillon stérile. Ils ont été détruits ou endommagés tellement 
qu ils ne sont plus capables de reprendre leur étal primitif et de 
proliférer, méme aprés l’addition de microbes favorisants. 

Sans doute cette action favorisante des staphylocoques 
envers les spirochétes est réglée par des conditions détermi- 
nées. En effet, si les cultures staphylococciques en bouillon 
sont fraiches, c’est-i-dire de vingt-quatre & quarante-huit 
heures, les spirochétes que l’on y ensemence se développent 
trés bien et vite. Mais si les cultures staphylococciques sont 
vieilles de huit & dix jours, les ensemencements des spiro- 
chétes restent stériles. Probablement, les cultures sont trop 
riches en produits du métabolisme staphylococcique ou les 
milieux sont trop épuisés. A la longue, les changements pro- 
duits dans le milieu nutritif par les microbes symbiotiques 


endommagent les spirochétes qui, par conséquent, tendent a 
disparaitre. 
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Méme les repiquages en série, de tube & tube, des cultures 
cocco-spirochétiennes présentent une cerlaine limite. Jusqu’au 
cinquiéme ou sixiéme repiquage, les bouillons ensemencés 
avec l’anse se développent assez bien, mais & partir du sep- 
tiéme, les spirochétes commencent & perdre leur vitesse de 
germination et n'apparaissent dans les cultures qu’au bout de 
quarante-huit heures. Aprés le huitieme repiquage, ils appa- 
raissent dans le bouillon seulement au bout de trois jours, 
mais disparaissent presque aussitot. Par le neuvieme repiquage 
on n’obtient que des cultures staphylococciques; les spiro- 
chétes ont perdu toute propriété reproductive. 

Cela améne & penser que méme l’action favorisante des 
microbes symbiotiques doit s’exercer sur les spirochétes seule- 
ment jusqu’a certaines limites qui ne peuvent étre dépassées. 

C’est peut-étre pour ce motif que dans les ulcéres phagédé- 
niques, dans les tissus gangreneux et nécrosés, dans les pro- 
eessus pulrides et dans tant d’autres manifestations patholo- 
giques, caractérisées par la présence de spirochétes associés & 
d’autres bactéries, les spirochétes sont rares dans les couches 
superficielles et moyennes, tandis quils se montrent plus 
abondants dans les tissus sains et & une distance plus grande 
des microbes satellites. 

Dans ces cas, les spirochétes exerceraient une sorte de réle 
d’avant-garde; les autres bactéries constitueraient l’arriére- 
garde, mais en méme temps elles créeraient, par les produits 
de leur métabolisme et par leur action biochimique, le milieu 
favorable ot les spirochétes peuvent se développer, avancer, 
battre en bréche et exercer leur action préliminaire d’attaque 
contre les tissus normaux. 

La facgon dont se comportent les microbes qui constituent les 
associations spirochétiques améne 4 supposer l’existence, chez 
chaque microbe associé, de proprictés biologiques particuliéres, 
lesquelles, singulitrement considérées, ne jouent peut-étre 
aucune action pathogéne, mais, se manifestant associées, 
exercent cette action qui, dans certains cas, est méme spéci- 
fique. 

Certes, seulement quelques espéces microbiennes peuvent 
jouer le réle de syntbiotes uliles dans les associations spiro- 
chétosiques. 
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Des expériences in vitro, analogues a celles que je viens de 
décrire, m’ont démontré que les streptocoques sont beaucoup 
moins favorables que les staphylocoques au développement des 
spirochetes. Par contre, le colibacille et le B. proteus exercent 
une action nuisible & ce développement. 

Une action encore plus favorable que celle du staphylocoque 
est exercée par un certain bacille, & l’aspect banal, isolé, en 
méme temps que le spirochéte cecal, de la sérosité péritonéale 
d'un petit cobaye qui avait été inoculé avec une culture pure de 
spirochétes. 

J’ai voulu, en outre, étudier l’action de cette symbiose sta- 
phylo-spirochétienne chez le lapin. 

Si l’on injecte sous la peau d’un jeune lapin 1 cent. cube 
dune culture staphylococcique en bouillon, il apparait, au 
bout de quelques jours, une tuméfaction locale qui, au bout 
d’autres six & sept jours, s’ulcére. Mais, le pus évacué, l’ulcé- 
ration tend & se restreindre peu a peu et, aprés une vingtaine 
de jours, elle est complétement guérie. 

Si, au lieu d’injecter au lapin une culture de staphylocoques 
seulement, on injecte une culture associée de staphylocoques 
et de spirochétes, méme de troisitme ou de quatrieme repi- 
quage, mais riches en formes spirochétiennes, l’animal meurt 
souvent en vingt-quatre heures avec le tableau anatomique 
d'une entérite cholériforme. Dans ce cas, toutes les anses intes- 
tinales, extrémement distendues et marbrées de sang, pré- 
sentent un contenu diarrhéique jaunatre, muqueux, semblable 
a celui que l’on observe dans le choléra expérimental. 

L’examen microscopique du sang et du tissu cellulaire sous- 
cutané au siége de l’injection ne réyéle pas la présence de 
spirochétes, mais le contenu diarrhéique de l’intestin montre 
une trés grande quantité de spirochetes minces et élégants, se. 
présentant, particuliérement en certains endroits, comme des 
cultures pures. 

On doit observer que, parmi les animaux de laboratoire, le 
lapin — & la différence de la souris, du rat et du cobaye — se 
montre exempt de spirochétes intestinaux. 

Dans ces cas, les cultures du sang ou des différents organes 
ne réyélent pas la présence de staphylocoques. Ces microbes ne 
sont décelés qu’au point de V’inoculation. Au contraire, on 


LES SPIROCHETES CACAUX 4A 


peut obtenir des cultures de spirochétes, en se servant du suc 
hépatique et, parfois, de celui de la rate. L’urine se trouve 
toujours albumineuse. 

Il n’existe donc aucun doute que dans ces cas se manifestent 
de véritables entérites spirochétiennes, d'origine hématogéne, 
provoquées par une infection mixte, ot les spirochétes seuls 
s’exaltent et exercent une action pathogéne décisive. 

Méme si on ne les rencontre pas dans le tissu cellulaire sous- 
cutané, les spirochetes qui y ont été inoculés pénétrent dans le 
courant sanguin, atteignent et frappent a revers les parois enté- 
riques ou, peut-étre, se. multiplient et, en lous cas, ou ils 
produisent une entérite aigué. 

En effet, on réussit parfois — comme il a déja été dit plus 
haut — a cultiver en état de pureté des spirochétes en se servant 
des organes internes; mais toutes les cultures du contenu enté- 
rique en bouillon, en eau peptonée et dans le liquide de con- 
densation des tubes de gélose, révélent toujours un développe- 
ment abondant de spirochétes mélés avec des colibacilles. 

Cela démontre, contrairementace que suppose L.-W. Parr (4), 
que les spirochétes, peut-étre méme les spirochetes de la 
bouche — que quelques auteurs veulent identifier avec ceux de 
Vintestin — peuvent exercer, le cas échéant, un réle actif et 
important dans la pathogénie des entérites. 

Du reste, la facilité avec laquelle la virulence des spiro- 
chétes développés en symbiose avec les staphylocoques s’exalte, 
peut étre démontrée méme par d’autres expériences. 

Les injections de ces cultures symbiotiques dans les veines 
des lapins n’aménent & aucune conclusion démonstrative. 
Elles tuent les animaux par septicémie staphylococcique pure 
en vingt-quatre heures seulement. Mais, si on pratique l’injec- 
tion dans la rate en employant le procédé trés simple que j’at 
décrit dans mon récent mémoire sur le charbon interne (2), on 
a des résultats bien différents. 

I] faut d’abord savoir que l’injection de 1 cent. cube de cul- 
ture staphylococcique dans le parenchyme splénique du lapin 
provoque toujours la mort de l’animal en sept & huit jours 


(4) Loe. cit. 
(2) Sur la pathogénie du charbon dit interne ou spontané. Ces Annales, 
1925, p. 209. 
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avec le tableau bien connu de la pyohémie : amaigrissement 
extréme et infarctus suppurés dans les reins. Si, au lieu de prati- 
quer l’injection intrasplénique avec les staphylocoques seule- 
ment, on injecte 1 cent. cube de culture mixte staphylococco- 
spirochétosique, la mort du lapin survient au bout de quarante- 
huit heures, par suite d'une infection générale, aigué et mixte, 
due au staphylocoque et au colibacille. 

Ilest bien vrai que, dans ces cas, les spirochétes ne disparaissent 
pas. On ne les rencontre pas seulement dans la rate, mais aussi 
dans le contenu de l’intestin gréle et dans les cultures obtenues de 
ces organes. Mais les staph ylocoques et les colibacilles, microbes 
de sortie, sont ceux qui prédominent. 

ll résulte donc clairement que si l’on peut observer dans — 
certaines circonstances expérimentales une exaltation de l’acti- 
vité pathogéne des spirochétes par l’action d'autres microbes, 
dans d’autres cas il est probable que par |’action des spiro- 
chétes a lieu une exaltation de la virulence des microbes 
associés. 

C'est, en effet, aussi ce qu’on observe quand, pour aider le 
développement local des spirochétes, on injecte dans !a trachée 
ou dans la cavité pleurale de petits cobayes 1 cent. cube de cul- 
ture spirochétienne mélée avec 1 cent. cube de sang défibriné. 

Méme pas dans ces cas on n’observe de traces de dévelop- 
pement des spirochéles; mais les animaux meurent souvent 
avec des lésions pulmonaires par suite d’une infection géné- 
rale provoquée par des slreptocoques, germes de sortie. Seu- 
lement & lV’examen microscopique du contenu de l’intestin 
gréle quelque peu diarrhéique, on décéle la présence d’un cer- 
tain nombre de spirochetes. 

Des tentatives analogues, faites en injectant sous la peau des 
cultures spirochétiennes additionnées de sang, ont toujours 
donné des résultats semblables. Au bout de quelques jours, il 
se manifeste au point d’inoculation une petite escarre a laquelle 
fait suite un abces et, souvent, la mort del’animal en huit & dix 
jours. Mais l’examen microscopique du contenu de l’abcés ne 
révéle jamais la présence de spirochétes, et A l’aide des cul- 
tures effectuées avec le pus de l’abcés pendant la vie de l’animal, 
aussi bien qu’avec le sang prélevé dans le ceeur a l’autopsie, 
on n’obtient que des streptocogues. 
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En résumé: on réussit 4 cultiver a ]’élat de pureté les spiro- 
chétes du tube digestif. Il s’agit, probablement, de microbes 
@origine buccale, trés fragiles, trés difficiles & cultiver et a 
entretenir et presque dépourvus d’action pathogéne spécifique. 
Ils trouvent, spécialement dans le contenu normal du gros 
intestin de ’homme et des animaux, des conditions particuliére- 
ment favorables & leur implantation et & leur développement. 

Comme les vibrions cholériques et d’autres microbes entéro- 
philes, les spirochétes fécaux apparaissent doués dun certain 
tropisme intestinal. On ne peut donc exclure leur probable 
intervention active chez homme dans la production d’entéro- 
pathies aigués ou chroniques, non entérogénes, mais d'origine 
hématogéne ou, mieux, stomalogene; ce que, du reste, on doit 
admettre pour l’origine de toute entérite de nature microbienne. 

D’ailleurs, selon ce qui ressort des expériences de laboratoire, 
Vaction des spirochétes s’exercerait principalement par un 
pouvoir toxique direct di a leur protéide, comme dans le cas 
des gonocoques et des méningocoques. . 

Si des conditions pathologiques surviennent dans le milieu 
intestinal, avec une augmentation des matiéres protéiques et, 
surtout, avec la présence de sang, il est évident que les spiro- 
chétes, microbes non seulement entérophiles, mais aussi hémo- 
philes, doivent y rencontrer de meillenres conditions de vie et 
de prolifération. 

Leur apparition massive et insolite dans les selles de l’homme 
ne peut, en conséquence, avoir que la valeur séméiologique de 
conditions anormales du gros intestin provoquées par une 
cause quelconque. 

Toutefois, ils sont et restent principalement comme des para- 
sites commensaux inoffensifs ou des symbiotiques. Voila, trés 
probablement, leur role véritable lorsqu’ils réussissent a 
simplanter et & proliférer. Mais cela n’exclut point que, en 
contact avec des tissus altérés ou devenus par une cause quel- 
conque peu vitaux, ou bien lorsquils se trouvent associés a 
certains microbes favorisants, spécialement protéolytiques, ces 
commensaux banaux exaltent leurs propres activités biolo- 
gigues et agissent comme de véritables parasites pathogénes, 
ou au moins comme des microbes qui ne sont pas tout a fait 
indifférents. 
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EXPLICATION DES PLANCHES 


PLANcHE I. 


1-7: Culture de spirochéles cecaux de trois jours en sang défibriné de 
cobaye. 

8: Culture de sept jours en sang défibriné de cobaye. 

9 : Culture de quarante-huit heures en eau peptonée-sang. 

10 : Culture de quatre jours en eau peptonée-sang. 

11: Culture de quarante-huit heures en eau peptonée-sang. 

42 : Culture de trois jours en eau peptonée-sang. 

43-14 : Culture de quatre jours en eau peptonée-sang. 

15 : Culture de sept jours en eau pepltonée-sang. 

16 : Culture de huitjours en eau peptonée-sang. 

17: Culture de cing jours sur gélose. 

18: Culture mixte de vingt-quatre heures, en bouillon, de microcoques et. 
de spirochétes. 

49: Contenu de l'intestin gréle de lapin, mort vingt-quatre heures aprés 
l'injection sous-cutanée d'une culture mixte de staphylocoques et spi- 
rochétes. Présence de beaucoup de] spirochétes, 

20 : Liquide de condensation d’un tube de gélose ensemencé vingt-quatre: 
heures auparavant avec le contenu diarrhéique de lVintestin du lapim 
précédent. Présence de plusieurs spirochétes. 

21: (a et 6). Culture de dix jours, en gélatine, 4 37°. 

21 : (c). Culture de douze jours, sur gélose, a 37°. 


Prancne II. 


22: Culture de vingt-quatre heures en sang défibriné de cobaye- 

23: Culture de quatre jours en eau peptonée. 

24; Culture de quatre jours en eau peptonée. 

25: Culture de quinze jours en gélatine a 37°. 

26: Culture de quatre jours sur gélose-sang. 

27: Culture de quatre jours sur gélose. 

28: Culture de cing jours sur gélose. 

29: Culture de six jours sur gélose. 

30 : Culture de sept jours sur gélose. 

31: Culture de quatorze jours sur gélose (seulement des granulations). 

32: Exsudat péritonéal de cobaye nouveau-né, dix-huit heures aprés. 
linjection péritonéale de 4 cent. cubes de culture de spirochétes em 
bouillon-sang. 

33: Spirochétes qui se sont développés pendant trois jours en liquide 
de Noguchi, observés a l’ultra-microscope. 


NOTA: L’impression lithographique imparfaite ne fait pas ressortir dans 


toute leur évidence et ne rend pas avec une suffisante netteté les derniéres 
figures de la planche II. 


POUVOIR PATHOGENE DU VIRUS RABIQUE FIXE 


par A. C. MARIE. 


(Institut Pasteur.) 


Le virus fixe, obtenu 4 Ja suite d’un certain nombre de pas- 
sages du virus des rues par le cerveau du lapin (1), a pour 
earaclére essentiel de donner la rage, non seulement par injec- 
tion intra-cérébrale, mais par inoculation dans la chambre 
antérieure. La durée de l’incubation peut augmenter ou dimi- 
nuer (2), suivant les races de lapins utilisées, suivant leur 
poids, suivant les doses injectées, aussi en raison d’autres cir- 
constances complexes et difficiles & préciser; mais, ce qui parait 
anattendu, c’est de voir le virus fixe cesser spontanément de 
donner la maladie dans les conditions ot il la donnait aupara- 
vant. Ce sont Jes faits suivants de cet ordre qui nous ont conduit 
&@ étudier & nouveau le pouvoir pathogéne du virus fixe de |’Ins- 
tilut Pasteur, tel qu’il se trouve dans le bulbe de passage, ainsi 
ague dans les moelles servant aux vaccinations. 

1° En 1923, Remlinger (3) montre qu’a |’Institut antirabique 
de Tanger, les moelles de quatre et méme de trois jours corres- 
pondent, au point de vue de leur virulence, & celle du sixigme 
jour des premiers temps de la méthode pastorienne : les trépa- 
mations avec les moelles des sixiéme et cinquiéme jours n’ont 
jamais donné la rage; quant & la moelle du quatriéme jour, 
45 expériences ont fourni 7 résultats positifs et 8 négatifs; il 
‘s’agit d’un virus fixe de provenance parisienne et ayant dépassé 
2.200 passages. 


(1) Nous avons montré (C. R. Soc. Biol., 62, 1907) qu’en passant par le cer- 
‘veau du chien, le virus des rues se transforme également en virus fixe. 

(2) Le Févre de Arric et Tchang Kouo-Ngen (C. R. Soc. Biol., 90, p. 980) 
ont observé une incubation de cing jours, aprés trépanation, soit environ 
trois-quatre jours de moins que ce qu’on observe avec le virus fixe parisien, 
’ot provient pourtant le virus utilisé par ces savants. 

(3) C. R. Soc. Biol., 89, p. 1082 et 1132. 
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2° Ce n’est pas tout, et Remlinger constate des différences 
d'action de la glycérine, cette substance laissant perdre en sept- 
huit jours toute virulence & des moelles des deuxiéme et troi- 
sieme jours, alors que dans les premiéres expériences de Roux et 
de Calmette, le pouvoir conservateur de la glycérine se manifes- 
tait pendant environ un mois. La dessiccation préalable est de 
nature & diminuer la durée de conservation dans la glycérine, 
et cela d’une facon plus accentuée avec le virus fixe qu’avec le 
virus des rues (1). 

3° A l'Institut antirabique de Rome, le virus fixe utilisé était, 
en 1922, & son 1.850° passage par le lapin : il provenait d'un 
virus fourni en 1889 par l'Institut antirabique de Naples, lequel 
Vavait recu de Paris. Jusqu’en 1919, Puntoni (2) constate que ce 
virus fixe a conservé son pouvoir pathogéne par injection intra- 
oculaire chez le lapin; mais, en 1921, il s’apergoit qwil a perdu 
presque complétement sa virulence lorsqu’il est inoculé dans 
lil, et ne la manifeste plus que par injection intra-cérébrale. 
Cette mutation dans la virulence devait étre mise & profit a 
l'Institut de Rome, ou le traitement antirabique chez l'homme 
est intensifié depuis cette époque. 

I] était intéressant de rechercher si le virus fixe de 1'Instilut 
Pasteur avait subi ce que Puntoni appelle une mutation, c’est-a- 
dire avait, comme celui de Rome, perdu le pouvoir de donner 
la rage par inoculation intra-oculaire chez le lapin. A vrai dire, 
Vemploi de ce virus pour les épreuves de ce genre n’avait guére 
manqué d’étre fait au cours des nombreuses expériences d’im- 
munisation que nous avions réalisées, mais étant donné le 
caractére brusque et inattendu de ces modifications du pouvoir 
pathogéne, il était indiqué de rechercher & nouveau s’il n’avait 
pas changé. Or, quelque temps avant, ainsi que plusieurs 
mois aprés la publication du travail de Puntoni, nous avons, eu 
l'occasion d’observer que le virus fixe de Paris n’avait rien 
perdu de son pouvoir pathogéne par injection dans la chambre 
antérieure chez le lapin. 

Voici l'une de ces expériences d’épreuve intra-oculaire : 


(1) C. R. Soc. Bioi., 90, p. 70. 
(2) Ann. @Igiene, 32, avril 1922, p. 253. 
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Lapin nie besorgen we Rage au seiziéme jour. 

TApINeNon Oe apa Sele ves Rage au seiziéme jour. 

apie moms. sicko Rage au dix-septiéme jour. 

Tap Tie Meme wee Se enue oon mae Rage au vingt et uniéme jour. 

IDE 1a a aye eee ee ae eS Rage au vingt-cinquiéme jour. 
Lapinn®6.......... Rage au vingt-septiéme jour. 

WAU RAO Tas dy eke neat cl cet Mort cachectique au quatriéme mois. 


Pour chacun de ces animaux, nous prenions soin de projeter 
@abord sur le globe oculaire un jet d’eau bouillie, avant de 
déposer sur la conjonctive quelques gouttes d'une solution 
stérilisée de chlorydrate de cocaine au dixiéme. Trois ou 
quatre minutes aprés, l’aiguille trés fine était introduite A la 
limite du limbe cornéen jusqu’au centre de la chambre anté- 
rieure, d’ot quelques gouttes d’humeur aqueuse's’écoulent, et 
que l’on remplace par quelques gouttes seulement (0 c. c. 15) 
de !’'émulsion de virus fixe au dixiéme, fraichement extrait de 
Vorganisme. Grace a ces précautions de propreté, et 4 cette dose 
faible de virus, nous avons toujours évité les accidents 
susceptibles de provoquer la fonte purulente de l’eil, et qui 
viennent fausser les résultats de l’expérience. 

Ces résultats, obtenus avec le virus fixe de l'Institut Pasteur, 
apres injection dans la chambre antérieure chez le lapin, ne 
different pas de ceux qu’a toujours fournis ce mode d’infection, 
depuis lobtention de ce virus fixe. A en jJuger par ces expé- 
riences, on ne trouve pas que ce virus, lequel a subi plus de 
1.300 passages, présente quelque mutation dans son pouvoir 
pathogéne pour le lapin. 

Il était indiqué de rechercher aussi l’état de la virulence dans 
les moelles utilisées pour les vaccinations chez l’homme : nous 
rappellerons que le traitement antirabique, a Paris, est com- 
mencé par des injections de moelle du cinquiéme jour. 

Nous avons donc procédé & une série de trépanations, chez le 
cobaye, espéce plus sensible que le lapin, en partant de la 
moelle du szxzéme jour jusqu’a celle de un jour. Les troncons 
médullaires avaient été immergés pendant huit jours dans la 
glycérine, au sortir de l’étuve ot ils avaient été soumis a la 
dessiccalion pendant le nombre de jours voulu. 

Voici les résultats : 
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INJECTIONS INTRA-CEREBRALES 


COBAYES des moelles RESULTATS 
poseen. eae he 
NED, od Re aE ears De un jour. Rage le neuviéme jour. 
Ars nie i alain De un jour. i) 
INGIOSiE, CANE ae De deux jours. Rage le onziéme jour. 
INCAS east . .|/De deux jours. Rage le onziéme jour. 
ING C25 ct aban acourseesene De trois jours. Rage le neuviéme jour. 
ING FE GSE Chet, Cee De trois jours. Mort le lendemain. 
INO), 37. bite es PES pace et De quatre jours. Rage le onziéme jour. 
INO Ota at. co soimar vatete De quatre jours. Rage le onziéme jour. 
ING 290i Sebsd s. op De cing jours. Rage le onziéme jour. 
INO10 Sa oct recuse wees De cing jours. Mort le lendemain. 
NOU: “et hiekies Me De six jours. Rage le neuviéme jour. 
ee oe De six jours. Mort de cause inconnue. 


La lecture de ce tableau conduit aux remarques suivantes : 

1° Chez un animal aussi sensible que le cobaye, la moelle du 
sixidme jour est virulente par injection intra-cérébrale, comme 
elle l’était chez quelques animaux, dans les premiers temps des 
vaccinations pasloriennes. Mais nous insistons sur l’importance 
du choix de l’espéce animale; ainsi, chez le lapin, J. Viala (1) 
n'a pas pu donner la rage en inoculant dans le cerveau la 
moelle de six jours. 

2° La virulence n’est pas toujours conforme & lage des 
moelles, ainsi qu’on l’avait remarqué déja (cobaye n° 2). 

3° Lorsque le virus contenu dans les moelles a conservé son 
pouvoir infectant, on n’observe pas, au moins chez une espéce 
comme le cobaye, de prolongation notable de l’incubation, en 
rapport avec l’age des moelles; ainsi, on voit dans ce tableau 
que la moelle d’un jour a donné la rage en neuf jours, et celle 
du sixiéme jour en neuf également. De plus, le passage du cer- 
veau du cobaye tué en neuf jours par la moelle du sixiéme jour 
a donné la rage en huit jours & un autre cobaye, semblablement 
trépané; la différence d’incubation, pour les deux animaux, 
était donc insignifiante. Ce fait est contraire & ce qui se passe 
avec le lapin chez lequel, ainsi qu’il résulte des tres anciennes 
expériences de Gamaléia, l'incubation de ia rage augmentait 
sensiblement avec l’Age des moelles. 


(1) Communication orale. 


SUR LES CONDITIONS DE L’AGGLUTINABILITE 
DES MICROBES ET DU PHENOMENE 
DE L’AGGLUTINATION 
(ETUDE FAITE SUR BR. MELITENSIS ET BR. ABORTUS) (1) 


par M. BEGUET. 


On sait que certaines souches de Br. melitensis possedent, 
outre l’agglutinabilité par les sérums de fiévre ondulante ou 
les sérums expérimentaux, un certain degré d’agglutinabilité 
par les sérums normaux ou de malades atteints d’affections 
autres que la fiévre ondulante. Burnet (2) a montré récemment 
que tous les Br. melitensis peuvent étre agglutinés par les acides 
et que les souches agglutinables par les sérums non spécifiques 
sont agelutinées par le chauffage a 90° quand elles sont en 
suspension dans l’eau physiologique. Enfin on a souvent 
signalé une agglutination spontanée chez certaines souches, ce 
Basie case étant plus marqué dans les cultures anciennes. 

Nous avons étudié l’agglutinabilité de 52 souches de Br. meli- 
tensis et Br. abortus (3) en les soumettant 4 l’action de la chaleur 
en eau physiologique, 4 l’action des acides, des bases, des 
sérums non spécifiques et des sérums spécifiques, ainsi que les 
‘actions favorisantes ou empéchantes a l’égard de ce phénoméne. 


VARIABILITE DES DIVERSES AGGLUTINABILITES SUIVANT LES SOUCHES. 


Des cultures de quarante-huit heures sur gélose de ces 
52 souches sont mises en suspension dans l’eau physiologique, 
par raclage des colonies microbiennes. 


4. Une note préliminaire a été présentée a l’Académie des Sciences, séance 
du 26 juillet 1926, par M. BecH eh: « Sur le mécanisme de l’agglutination (& pro- 
pos du Br. melilensis) ». 

2. Er. Burnet, Sur la notion de paramelitensis. Arch. Instilut Pasteur de 
Tunis, 14, juillet 1925, pp. 247-263. 

‘3. Ces souches provenaient de l’Afrique du Nord, de Malte, des. labora- 
toires de Miss Evans, du Michigan agricultural College, du Lister Institute, 
et du laboratoire de recherches d’Alfort. 

Les Br. abortus se sont toujours comportés comme les Br. melitensis. 


4 
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A. Si on soumet ces suspensions & la température de 90°, 
suivant la technique de Burnet, on constate une agglutination 
plus ou moins compléle et plus ou moins rapide suivant les 
souches. Totale en un temps variant de quelques minutes a 
deux heures chez les umes, cette agglutimation n’est que par- 
tielle au bout de plusieurs heures chez les autres, avec tous les 
intermédiaires. Mais on peut avec Burnet considérer certarnes 
souches comme trés agglutinables par la chaleur et d’autres 
comme pratiquement non agglutinables par la chaleur. 

B. Si on ajoute & ces suspensions un acide quelconque (par 
exemple I goutte d’acide acétique 41/10 pour XIX gouttes de 
suspension), on observe une agglutination variable, aprés: un 
temps plus ou moins long, avec de grandes différences suivant 
les souches. 

C. Si on ajoute & ces suspensions une base quelconque (par 
exemple I goutte de lessive de soude & 1/100 pour XIX gouttes 
de suspension), on observe une agglutination variable, comme 
pour les acides, mais avec des différences faibles suivant les 
souches. 

D. Si on ajoute a ces suspensions un sérum non spécifique 
(sérum de malade atteint de suppuration chronique par 
exemple) & 4/20, 1/50 et 1/100, om observe une agglutination 
variable suivant les souches, et certaines souches ne sont: pas 
agelutinées. 

E. Si on ajoute & ces suspensions un sérum expérimental 
antimelitensis ayant un pouvoir agglutimant élevé, on constate 
encore une agglutination variable suivant les souches, mais 
toutes sont agelutinées. 

Le classement de ces souches établi par la rapidité d’ageluti- 
nation en eau physiologique 4 90° est le méme que celui établi 
par ’agelutination par tes acides et par les sérums non spéci- 
fiques. 

Le classement étabti par l’action des sérums spécifiques est 
sensiblement inverse, au. moins pour les extrémes, avec des 
variations pour les intermédiaires. 

_ Le classement établi par l’action des bases est diferent des 


deux premiers. 
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MopIFICATION DE L’ AGGLUTINABILITE 
PAR FILTRATION SUR NOIR ANIMAL. 


A. Sion filtre sur noir animal une suspension en eau physio- 
logique d'un #r. medtensis tres agglutinable par la chaleur, on 
obtient, dans des conditions qui seer suivant le pouvoir adsor- 
bant du noir utilisé, une nouvelle suspension qui n’est plus 
agglutinable par la chaleur ni par les sérums non spécifiques et 
qui nest presque plus agglulinable par les acides. Cette sus-’ 
pension est encore agglutinable par les bases. Le méme résultat 
peut étre obtenu en agitant la suspension avec une quantité 
suffisante de noir animal, et en la débarrassant ensuite du noir 
par une centrifugation de quelques minules. 

Cette nouvelle suspension étant centrifugée, on remet les 
corps microbiens en suspension dans le liquide clair provenant 
de la centrifugation d’une suspension du méme melitensis 
n’ayant pas subi l’action du noir animal. L’agglutinabilité par 
la chaleur, les sérums. non. spécifiques et les acides reparait, 
mais & un degré beaucoup plus faible que dans la suspension 
origine. 

Le liquide clair flocule lui-méme par la chaleur, les acides, 
les bases et les sérums non spécifiques. 

On peut renforcer la floculation du liquide clair ou Vaggluti- 
nation, par la chaleur, les acides, les bases et les sérums non 
spécifiques, des corps microbiens que l’on y met en suspension, 
en concentrant ce liquide clair par évaporation dans le vide, & la 
condition d’employer une suspension en eau distillée, et de la 
ramener aprés concentration au taux de l’eau physiologique par 
addition de chlorure de sodium. Ce liquide est alors floculé 
par tous les sérums normaux & 1/20. 

On peut rendre agglutinable extemporanément par la chaleur, 

les acides et les sérums non spécifiques, un med/itensis qui ne 
lest pas et ne l’a jamais été, en le mettant en suspension dans 
un liquide clair suffisamment concentré provenant de la cen- 
trifugation de la suspension d’un meltensis possédant & un 
haut degré cette agglutinabilité. 
¢, Si on filtre sur noir animal un melitensis quelconque de. telle 
facon que tous les corps microbiens restent eux-mémes adsorbés 
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sur le noir et que le liquide filtre limpide, ce filtrat est nettement 
floculable par les bases. 

On peut déduire de ces expériences que |’agglutinabilité 
non spécifique des melitensis est due & la floculation de sub- 
stances péri- et intermicrobiennes qui agissent sur les corps 
microbiens comme l’albumine agit sur les fins précipités dans 
le collage des vins. Ces substances sont bien extérieures aux 
corps microbiens puisqu’on peut les fixer par adsorption sur 
le noir animal. Elles sont bien normalement adsorbées sur les 
corps microbiens puisque la centrifugation ne suffit pas 4 les en 
séparer complétement, et que le liquide clair obtenu par cen- 
trifugation posséde toujours une floculabilité beaucoup plus 
faible que la suspension origine. 

La substance qui flocule par la chaleur, les acides et les sérums 
non spécifiques est trés adsorbable par le noir animal, et la 
substance qui flocule par les bases ne l’est pratiquement pas, 
tout au moins avec les échantillons de noir animal que nous 
avons utilisés. 

Pour ce qui concerne la substance qui flocule par les bases 
et qui se trouve dans toules les cultures de melitensis, on peut 
penser que c’est elle qui flocule dans les vieilles cultures sous 
Yinfluence de ’ammoniaque que ces cultures produisent tou- 
jours a la longue. La suspension de ces corps microbiens ne 
peut alors étre homogéne et ce serait la cause — Vagelutina- 
bilité dite spontanée. 


B. Si on arréte 4 temps action du noir animal, juste assez 
pour que la suspension devienne inagglutinable par la chaleur, 
la suppression de cette agglutinabilité non spécifique s’accom- 
pagne d'une augmentation de la sensibilité aux sérums spéci- 
fiques. 

En faisant acquérir par le procédé indiqué plus haut l’agelu- 
tinabilité par la chaleur, on diminue au contraire la sensibilité 
aux sérums spécifiques, et le liquide clair concentré provenant 
d'un melitensis agglutinable par la chaleur rend moins ageglu- 
tinable, par un sérum expérimental antimelitensis, le me/itensis 
que l'on y met en suspension, le phénoméne étant d’autant 
plus net que le liquide est plus concentré. 

La substance qui flocule par la chaleur en eau physiologique, 
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par les acides et par les sérums non spécifiques, possede donc 
un pouvoir empéchant pour l’agglutination par les sérums spé- 
cifiques, quand elle est en proportion suffisante. 


C. Sion traite par le noir animal un melitensis d'une caté- 
gorie non agglutinable par la chaleur, en suspension dans l'eau 
distillée, que Pon centrifuge la nouvelle suspension, que l’on 
concentre dans le vide le liquide clair et qu’on le raméne au 
taux de l'eau physiologique 4 7 gr. 5 p. 1.000, par addition de 
chlorure de sodium, on obtient un liquide qui flocule par les 
sérums spécifiques (phénomane de Kraus renforcé). Ce liquide 
flocule nettement sous l’action des bases, mais ne flocule pas 
sous l’action de la chaleur, ni des acides, ni des sérums non spé- 
cifiques. 

Dans cette expérience nous avons toujours été génés par la 
réapparition possible, sous l’influence de la concentration, du 
pouvoir empéchant de la substance floculant par la chaleur, 
la filtration sur noir animal pouvant en avoir laissé passer des 
traces. D’autre part, une filtration prolongée sur noir animal 
finit par faire baisser la sensibilité aux sérums spécifiques, 
surtout si le noir animal utilisé posséde un pouvoir adsorbant 
considérable. 

Le pouvoir adsorbant du noir animal étant sensiblement le 
méme pour les corps bactériens eux-mémes que pour la sub- 
stance donnant l’agglutination spécifique, et étant donné les 
difficultés que nous venons de signaler, nous n’avons pas pu 
réaliser pour l’agglutination spécifique les expériences de 
suppression et de transfert de la substance présumée, comme 
pour l’agglutination non spécifique, 


D. Quil s’agisse d’un melitensis tres agglutinable ou d’un 
melitensis peu agglutinable par la chaleur, le liquide clair 
obtenu par centrifugation d’une suspension en eau distillée est 
toujours modifié lorsque l’on pousse trés loin la concentration 
dans le vide. On finit par dislinguer netlement une augmen- 
tation de la viscosité, et la floculation se produit sans autre 
cause, peu avant la dessiccation complete. Si on centrifuge ce 
liquide ainsi floculé par concentration, le nouveau liquide clair 
obtenu ne posséde plus aucune floculabilité. 
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ACTION DE LA CHALEUR SUR LE PHENOMENE DE L AGGLUTINATION. 


Si l’on met a part le phénoméne de Burnet ow !’élévation de 
la température est, par définition, la cause méme de la réaction, 
on voit que la chaleur & une action favorisante trés nelte sur 
lagelutination par les acides, les bases, les sérums non spéci- 
fiques et les sérums spécifiques, dans certaines limites déter- 
minées pour chaque expérience. 

Pour les acides et pour les bases, on voit que l’agglutination 
est d’autant plus rapide que la température est plus rapprochée 
de 100°. 

Pour les sérums non spécifiques, l’expérimentation est vite 
arrétée par la thermolabilité du pouvoir agglutinant du sérum 
lui-méme (Négre et Raynaud), qui apparait lorsqu’on prolonge 
pendant plusieurs heures le séjour & 40° aussi bien que si l’on 
expose le sérum a 56° pendant trente minutes. Néanmoins on 
peut voir une augmentation de l'agglutination par un sérum 
non spécifique de 0° 37°. 

Pour les sérums spécifiques dont le pouvoir agglutinant est 
thermostabile on peut suivre augmentation de l’intensité du 
phénoméne jusqu’a la limite de stabilité du sérum lui-méme. 
On voit ainsi qu’a 56° agglutination est beaucoup plus nette 
et & un taux beaucoup plus élevé qu’a 37° (fait déja signalé par 
Weill pour d'autres microbes). 

En ce qui concerne le mécanisme de l’action de la chaleur, on 
peut supposer que la pression osmotique de la substance flocu- 
lable et par suite son ionisation (Loeb) baisse lorsqu’on éléve 
la température, tout au moins dans les limites de l’expérience. 
Des mesures de résistivité électrique (1) effectuées sur des sus- 
pensions en eau distillée de B. melitensis agglutinable par la 
chaleur, a divers degrés de température entre 20° et 100°, nous 
ont montré que la conductibilité du mélange eau distillée + 
melitensis est plus grande & 20° que Ja conductibilité de l’eau 


1. Les mesures de résistance, qui permettent d’apprécier la conductibilité, 
ont été faites par la méthode générale du pont de Wheatstone alimenté par 
un alternateur a fréquence musicale, l'effet capacité des électrodes plongeant 
dans le liquide étant annulé a l'aide d’une bobine de self-induction (mesures 
effectuées par M. le professeur Vérain, professeur de physique industrielle 
a la Faculté des Sciences d’Alger). 
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distillée seule. A la température de |’ébullition, l’augmentation 
de la conductibilité du mélange eau distillée + melitensis est 
beaucoup moins marquée que l’augmentation de conductibilité 
de Veau distillée seule. Si on fait la méme expérience sur une 
suspension de melttensis en eau physiologique, on fait la méme 
constatation 4 20°: le mélange est plus conducteur que l’eau 
physiologique seule, mais dés la température de |’ébullition et 
avant que l’agelutination ne soit visible, la conductibilité est 
nettement moins élevée pour le mélange que pour l’eaw physio- 
logique seule a la méme température. 

On peut déduire de ces expériences que la chaleur fait 
baisser l’ionisation, et par comséquent la pression osmotique, 
des substances apportées par les colonies microbiennes dans la 
suspension, le phénoméne étant beauceup plus marqué en 
présemce du chlorure de sodium. Cette baisse de la pression 
osmotique sous l'influence de la chaleur est observée pour un 
grand nombre de protéines, et elle aboutit & un minimum de 
solubilité qui correspond a la floculation (Loeb). 


MoDIFICATION DE L'IONISATION DU MILIEU 
PAR L'ACTION DES SELS NEUTRES, DES ACIDES ET DES BASES. 


L’agglutination par la chaleur ne se produit pas en eau dis- 
tillée (Burnet) pas plus que l’agglutination par les sérums non 
spécifiques (Lemaire, Partearroyo). Le phénoméne peut se pro- 
duire dés qu’on ajoute du chlorure de sodium, ou des traces 
d’acides ou de bases. On peut substituer au chlorure de sodium 
un autre sel, le chlorure de potassium ou de magnésium, le 
sulfate de sodium ou de magnésium, le nitrate de sodium ou de 
potassium. ; 

Nous avons pu faire apparaitre l'agglulinabilité par la chaleur 
en eau distillée, par addition de glucose, mais en en ajoutant une 
proportion beaucoup plus considérable que de chlorure de 
sodium (la solution de glucose est beaucoup moins ionisée que 
les solutions de sels neutres). 

Si on ajoute des traces d’acides ou de bases, l’action favori- 
sante est d’autant plus énergique qu'il s’agit d’acides ou de bases 
plus forts, c’est-a-dire plus ionisés. 

Si on augmente la proportion d’acide ou de base, on atteint 
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une concentration qui fait disparaitre le pouvoir agglutinant 
non spécifique (pouvoir qui serait analogue au pouvoir de la 
chaleur), cette concentration n’étant pas suffisante, & la tempé- 
rature de l’expérience, pour provoquer l’agglutination par la 
propre action de l’acide ou de Ja base. Enfin, en augmentant 
encore la proportion d’acide ou de base, on arrive au degré de 
concentration qui, 4 la température de l’expérience, correspond 
a l’agglutinabilité de la suspension témoin. 

L’agglutination spécifique se produit en eau distillée, mais 
elle est d’autant moins sensible que l’eau est mieux distillée, et 
elle est plus forte dans l’eau distillée additionnée de traces de 
substances ionisées et dans l’eau physiologique, qui est ionisée 
par le chlorure de sodium. 

En ce qui concerne l’action générale des sels neutres, des 
acides et des bases dans le phénoméne de l’agglutinalion, on 
peut déduire de ces constatations qu’ils agissent en modifiant 
Vionisation du liquide de la suspension, c’est-a-dire, par rapport 
a la substance floculable cause de l’agglutinabilité, en modi- 
fiant Pionisation du liquide intermicellaire. C’est un fait établi 
dans |’étude des solutions colloidales que leur stabilité est 
modifiée par l’addition de solutions ionisées de méme signe que 
les ions extérieurs de la micelle (Duclaux). 


MopIFICATION DE L’IONISATION DU MILIEU PAR L’ACTION DU FORMOL. 


Si on ajoute 1 p. 100 de solution commerciale de formol a 
40 p. 100 & une suspension en eau physiologique de melitensis 
trés agglulinable par la chaleur, on fait disparaitre cette agglu- 
tinabilité. L’agglutinabilité par les sérums non spécifiques dis- 
parait presque totalement & partir de 25° en présence d'une 
méme proportion de formol. On ne peut pas dans ce cas étudier 
l’action du formol a des températures supérieures 4 37°, & cause 
de la baisse sensible du pouvoir agglutinant non spécifique du 
sérum lui-méme. Mais on peut voir que l’agglutination par les 
sérums spécifiques, qui n’est pas sensiblement modifiée a 25°, 
disparait 4 50° en présence de 1 p. 100 de formol. 

L’action empéchante du formol a l’égard des phénoménes de 
Vagglutination est une simple action de présence, comme 
action favorisante des corps ionisés, car les me/itensis formolés 
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méme pendant un mois, centrifugés, puis lavés et remis en 
suspension dans|’eau physiologique, redeviennent agglutinables 
par la chaleur, de méme que des melitensis en eau distillée, 
donc non agglutinables par la chaleur, acquiérent cette agglu- 
{inabilité dés qu’on ajoute une quantité suffisante de chlorure 
de sodium, ou si on les remet en suspension apres centrifu- 
gation dans une solution suffisamment ionisée. 

En mettant de cdté l’action possible du formol sur la 
substance floculable elle-méme, action que nous n’avons pu 
étudier, on peut voir que le formol diminue la conductibilité 
électrique et par conséquent l’ionisation de l’eau ou des solu- 
tions dans lesquelles on |’ajoute. Cette diminution est d’autant 
plus sensible, surtout pour l’eau physiologique, que.la tempé- 
rature est plus élevée et que le formol employé est plus pur. 

A linverse des sels neutres, des acides et des bases qui favo- 
risent l’agelutination en ionisant le liquide de la suspension, le 
formol parait Vempécher en diminuant lionisation de ce 
diquide. 

Les conditions que nous venons d’étudier paraissent communes 
aux Brucella et a d'autres microbes. 

De nombreux microbes autres que les Br. melitensis sont 
agglutinables sous l'action de la chaleur en eau physiologique, 
ainsi que |’a montré Burnet. II est intéressant de constaler 
qu'un de ceux qui posséde au plus haut degré l’agglutinabilité 
par la chaleur, la bactéridie charbonneuse, possede aussi 
Aa un degré trés élevé l'agglutinabilité par les sérums non 
spécifiques (Lambotte et Maréchal). Les conditions d’ionisation 
du milieu sont également applicables 4 l’agglutination de la 
bactéridie charbonneuse et on peut constater la méme action 
empéchante du formol. D’une facon générale, on retrouve 
signalés par la plupart des auteurs qui se sont occupés de la 
question, l’utilité du chlorure de sodium et le réle de la tempé- 
rature dans le phénoméne de l’agglutination. 


CONCLUSIONS. 


Les phénoménes d’agglutination des suspensions microbiennes 
sont dus & la floculation de diverses substances bactériennes, en 
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partie adsorbées sur les corps microbiens, en partie diffusées 
dans le liquide. Cette floculation se produit dans des conditions 
qui varient suivant la concentration de ces substances, la tem- 
pérature de l’expérience et l'ionisation du liquide de la sus- 
pension. 

Ces conditions sont sous la dépendance des lois = bewrallica de 
la stabilité des solutions colloidales. 

Pour ce qui concerne le Br. melitensis, on peut mettre en 
évidence : 

1° Une substance floculable par la chaleur en eau physio- 
logique, par les acides et par les sérums non spécifiques, et 
dont on peut débarrasser la suspension par adsorption sur noir 
animal. Cette substance parait étre une production superficielle 
du microbe, ainsi que le pense Burnet. D’autres especes micro- 
biennes la prodwisent aussi. 

2° Une substance floculable par les bases, dont on peut con- 
stater facilement la présence, méme aprés Vaction du moir 
animal. 

3° Une substance floculable par les sérums spécifiques, 
substance purement bactérienne, propre au genre Brucella, qui 
passe en partie dans le liquide & Ja faveur d'un équilibre de 
membrane chaque fois que l’on met le microbe en suspension. 
La floculation de cette substance est empéchée par une concen- 
tration suffisante de la substance floculable par la chaleur. 

En résumé, on peut concilier Vhypothése de Paltauf (1) ou 
plus exactement la conception de Ch. Nicolle (2) qui mettait a 
la base du phénoméne de l’agglutination une substance issue 
du microbe et restant pour la plus grande partie au niveau de 
la membrane, et I’hypothése de J. Bordet (3) qui faisait de 
Yagglutination une modification dans les attractions molécu- 
laires, réunissant les éléments entre eux ou avec le liquide 
ambiant. 


(Institut Pasteur d’ Algérie.\ 


4. Patraur. Wiener klin. Wochenschrift, 1897. 

2. Cu. Niconte, Recherches sur la substance agglutinée. Ces Annales, 12, 
n°3, mars 1898, p. 161. 

oe =a Borpet, Mode d'action des sérums préventifs. Ces Annales, 10, n° 4, 


avril 1896, p. 192; Mécanisme de l'agglutination. Ces Annales, 13, n° 3, 
mars 1899, p. 223. ’ 


L’ACTION DU LAIT SUR LE SYSTEME HEMOLYTIQUE 


par Georges Sp. JOANNIDES. 


(Unstitut Pasteur hellénique.) 


Dans un précédent travail (1) nous avons montré que le lait 
semblait se comporter comme anatoxigéne vis-a-vis des toxines 
diphtérique et tétanique. Le fait que certaines substances 
anatoxigénes (formol) exercent également un pouvoir anticom- 
plémentaire nous a incité & rechercher comment le lait se 
comporte vis-a-vis du systéme hémolytique et sur quels 
éléments de ce systéme il pourrait agir. Sans vouloir ici cher- 
_ cher a expliquer les relations qui peuvent exister entre le pou- 
voir anticomplémentaire et anatoxigéne d’une substance, nous 
nous contenterons d’exposer le résultat de nos expériences. 

Pour ces expériences nous nous sommes servi : 

1° De lait de vache frais. Afin de stabiliser le lait nous 
lavons chauffé au bain-marie, en le maintenant pendant 
cing minutes a la température du bain-marie bouillant. Aprés 
refroidissement nous filtrons le lait sur coton stérile pour le 
débarrasser de ses plus gros flocons. 

2° De sérum de vache inactivé et non dilwé. Le sérum de 
cheval nous a donné les mémes résultats. 

3° De sérum de cobaye frais et nen dilwé, qui sera dans la 
suite désigné comme alezine. 

4° De sérum hémolytique antimouton, non dilué. 

Pour avoir a travailler avec des volumes bien mesurables, 
tout en éliminant le facteur eau qui aurait modifié la consis- 
tance du lait, nous avons auparavant titré notre sérum hémo- 
lytique et trouvé la dose minima, qui lysait 0 c. c. 4 de glo- 
bules de mouton en présence de 0c. ¢. 1 dalexine. Pour nos 
expériences nous avons doublé la dose hémolytique minima. 


(1) G. Sp. Joannipés, Le lait substance anatoxigtne? Comptes rendus de la 
Soc. de Biologie, 93, 1925, p. 1240 et Archives de l'Institut Pasteur hellénique, 1, 
nes 3-4, 1926, p. 293. 
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Trecunique. — Nous stérilisons une série de petits tubes et 
de pipettes. Pour comparer l'action du lait 4 celle de l'eau 
physiologique et & celle du sérum, nous disposons les tubes en 
trois groupes. Chaque groupe comprend trois lubes a, 6, c. 
Dans chaque tube du premier groupe nous versons 3 cent. 
cubes d'eau physiologique. Dans chaque tube du second 
groupe nous versons 3 cent. cubes de sérum. Enfin dans 
chaque tube du troisitme groupe nous versons 3 cent. cubes de 
lait. Dans chacun des trois tubes a (du premier, second et troi- 
sieme groupe) nous ajoutons 0 c. c. 1 d’alexine. Dans chacun 
des trois tubes 4 nous ajoutons 0 c. c. 1 de globules sensibilisés. 
Nous avons préparé ces globules en mélangeant, quinze 
minutes auparavant, au volume youlu de globules le volume 
correspondant de sérum hémolytique. Dans chacun des trois 
tubes ¢ nous ajoutons 0c. c. J de globules neufs (non sensibi- 
lisés), 

Aprés avoir bien agité tous les tubes nous les plagons & 37°. 
Au bout d'une heure nous ajoutons & chacun des trois tubes 
0c. c. 1 de globules sensibilisés, et nous plagons encore ces 
tubes 4 37° pendant une demi-heure. Tous les autres tubes 
sont centrifugés, et les globules se déposent au fond des tubes 
en une couche compacte. En renversant ces tubes nous nous 
débarrassons du liquide, tout en retenant les giobules. Dans 
les tubes 6 et ¢ du troisiéme groupe, le lait, aprés la centrifuga- 
tion, se couvre d’une couche de créme, qu'il faut dilacérer a 
l'aide de l’anse, avant de renverser ces tubes. Les tubes ne 
contiennent done que leur dépét de globules. Dans chaque 
tube 6 nous ajoutons 0 c. c. 4 d’alexine. Dans chaque tube ¢ 
nous ajoulons 0 c. c. 4 d’alexine et la dose correspondante de 
sérum hémolytique. Cette dose d’hémolysine est ajoutée sous 
le volume de 41-2 cent. cubes d’une dilution convenable. Enfin 
le contenu de tous ces tubes est complété & 3 cent. cubes avec 
de l’eau physiologique. Aprés avoir bien agité les tubes, nous 
les plagons 4 37° et les y laissons une demi-heure. Apres ce 
dernier séjour & 37°, nous centrifugeons tous les tubes des trois 
groupes, pour évaluer plus facilement le volume des globules 
qui n’ont pas été lysés. 


Résuttats. — Tubes a: Le tube a du premier groupe (eau 
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physiologique-alexine, globules sensibilisés) et celui du second 
groupe (sérum) présentent une hémolyse compléte. Le tube a 
du troisiéme groupe (lait) ne présente pas d’hémolyse. Tous les 
globules se trouvent déposés au fond du tube. 

Tubes 6: Le tube 6 du premier groupe (eau physiologique- 
alexine, globules sensibilisés, alexine) présente une hémolyse 
compléte. Le tube 6 du second groupe (sérum, globules sensi- 
bilisés, eau physiologique, alexine) et le tube 4 du troisitme 
groupe (lait) présentent une hémolyse presque complete. 
Quelques rares globules se retrouvent déposés au fond des 
tubes. . 

Tubes ¢ : Les tubes ¢ des trois groupes (eau physiologique, 
sérum ou lait, globules neufs, eau physiologique, alexine, sensi- 
bilisatrice) présentent une hémolyse incomplete. 


ConcLusIONs. 


De ces expériences nous pouvons tirer les conclusions sui- 
vantes : . 

1° Que le lait de vache et le sérum, seuls, n’exercent pas une 
action lytique sur les globules rouges de mouton; 

2° Que le sérum, comme milieu ambiant, n’empéche pas la 
production de I’hémolyse dans le syst0me hémolytique anti- 
mouton ; 

3° Que le lait de vache, comme milieu ambiant, inactive 
complétement le syst0me hémolytique antimouton ; 

4° Que cette action « inactivante » du lait s’exerce surtout 
sur Valexine. 

Le mécanisme de cette action inaclivante du lait nous 
‘échappe. Ce n’est pas, tout simplement, comme substance 
colloidale, que le lait empéche l’hémolyse, puisqu’un autre 
colloide, le sérum, ne l’empéche pas. 


ESSAIS DE CULTURE PURE DE 7&/CHOMONWAS INTESTINALIS 


par le Dr C. J. SCHUURMANN 
et A. SCHUURMANN TEN BOHKEL STUININK. 


L’importance de la culture des Prolozoaires inteslinaux 
serait plus grande si lon pouvail supprimer la culture des 
bactéries associées. Il est vrai que Chation [4, 5] a réussi, en 
1918, a isoler, par hasard, du sang d’un Gecko, un Tricho- 
mastiz provenant de l’intestin de cet animal et par cela méme 
en a obtenu la culture pure. Mais un tel hasard n’a pas la 
valeur d’une méthode d’isolement qui assure le succés. C'est 
pour trouver cette méthode que nous avons effectué les expé- 
riences suivantes dont les résultats, quoique le but ne soit pas 
atteint, sont néanmoins intéressants parce qu’ils montrent 
dans quelle direction il ne faut pas chercher la solution de ce 
probléme vraiment difficile. 


Bistiograpwie. — Lynch [2] cultiva les Trichomonas buccalis 
et vaginalis dans du bouillon acide, ensemencé avec un peu de 
mueus; Ohira et Noguchi [3] ont préconisé un mélange de 
liquide ascite et de solution de Ringer a parties égales; 
Boyd [8] ajoutait 1 cent. cube d’extrait de selles & 9 cent. 
cubes d’eau physiologique et trouvait que ce milieu était 
particulitrement favorable pour conserver le Trichomonas 
de quarante & soixante-cing jours. Boeck [11, 23] a cultivé des 
flagellés dans un mélange de 4 & 9 parties de solution de Locke 
avec une partie de sérum humain. Chatton [5, 6,7] cultive le 
Trichomastiz en bouillon additionné d’organes en autolyse 
aseptique, ou en bouillon-sang avec une couche d’huile de vase- 
line, ou dans l’eau de condensation d’un tube de gélose NNN. 
Roque (44| emploie un milieu tout a fait analogue & celui 
quwemploie Boeck pour la culture des amibes, mais préparé 
avec la solution de Locke et stérilisé 4 ’autoclave. Popoff (33) 
considére que la culture dans des sacs de collodion a un certain 
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avantage et Misas Fanale, enfin, cullive le Pentatrichomonas 
dans le milieu suivant: NaCl 0,47, citrate de soude, sérum de 
Loffler 0,5, blane d’ceuf 2 cent. cubes, eau distillée 100 cent. 
cubes, dans lequel les bactéries seraient génées dans leur déve- 
loppement. 

Currure pu Tricuomonas. — Ayant & notre disposition les 
selles d’un dysentérique & 7richomonas, nous avons cullivé ce 
flagellé dans le milieu de Boeck, préparé suivant les indica- 
tions de Guérin et Pons [49] : 

Au contenu d'un ceuf, bien mélangé dans un flacon & billles 
de verre, est ajouté un dixiéme de volume d’une solution de 
Ringer, le tout est réparti em tubes et coagulé a 75° pendant 
vingt minutes en position imclinée. Ensuite on prépare un 
liquide ovomucoide, en ajoutant le blanc d’un cuf & un litre de 
solution de Ringer et en mélangeant & l'aide de billes de verre. 
De ce liquide, on ajoute 4 chaque tube d’ceuf coagulé une quan- 
tité suffisante pour recouvrir le milieu solide. 

Aprés deux jours, nous avions wne bonne culture de 7richo- 
monas {-+- 20.000 par centimétre cube) qui n’était. plus repi- 
quable au bout de quatre & cing jours 4 cause des bactéries 
protéolytiques et des champignons associés. 


Essals DE CULTURE Pure. — Avec une culture semblable, 
Chatton a fait des essais de purification par les méthodes sui- 
vantes : 

a) « Vacemation » du milieu nutritif par ensemencement 
préalable des bactéries seules ; 

6) Addition de sérums anti pour empécher la culture bacté- 
rienne ; 

c) Inoculation de cultures de 7rzchomonas a des animaux 
vaecinés contre les bactéries associées. 

Aveune de ces méthodes ne lui donne un résultat positif. 

Nous nous sommes rendu compte que, pour séparer bactéries 
et Trichomonas, la méthode la plus pratique serait d’obtewir la 
culture des deux sur milieu solide en colonies isolées. 

Aprés de nombreuses expériences préliminaires, nous avons 
trouvé que la cultare du Trichomonas en surface est réalisable 
sur le milieu de Boeck, modifié de la maniére suivante : 


64 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


CULTURE sUR MILIEU soLipp. — La coagulation du mélange 
d'ceuf et de solution de Ringer est pratiquée en boite de Petri 
et arrétée dés que le milieu commence & faire prise. Ensuite, 
on étale une goutte de culture de Trichomonas, diluée dans 
quelques gouttes du liquide ovomucoide, décrit plus haut, a la 
surface de ce milieu demi-solide. Enfin, on coule par-dessus 
de la gélose fondue, mélangée & parties égales avec du liquide 
ovomucoide, afin d’empécher les bactéries de se répandre 
comme dans un liquide et aussi de présenter au 77ichomonas 
une ambiance liquide. 

De cette facon, nous avons préparé deux, plaques, dont lune 
fut encore recouverte d’huile de vaseline. 

Apres vingt-quatre heures, nous pouvions découvrir des. 
colonies de Trichomonas entre ceuf et gélose, surtout sur la 
plaque recouverte de vaseline. Elles se présentaient sous la 
forme de petites élévations entourées d’une petite rainure cir— 
culaire. 

En traversant 4 ce niveau la couche de vaseline et de gélose 
avec une pipette effilée, on obtenait une petite gouttelette qui 
apparaissait sous le microscope remplie de Trichomonas. En 
d’autres points, qui ne présentaient pas ces élévations carac— 
téristiques, on ne trouvait que des bactéries ou des flagellés: 
isolés. 

Cette expérience fut répétée souvent afin d’examiner plus 
exactement les conditions de culture en surface. Nos conclu— 
sions peuvent étre résumées comme il suit : 

1° Cette culture ne réussit plus quand on emploie une gélose 
assez solide pour empécher effectivement les bactéries de se- 
répandre au-dessous. Jl semble bien que le Trichomonas ne 
puisse se développer que lorsqu’il est entouré complétement de 
liquide et c’est 1a la difficulté capitale. 

2° Le réle de la couche de vaseline n'est pas de créer des. 
conditions subanaérobies parce qu’on cultive parfaitement biem 
le Trichomonas sur une plaque qui est seulement recouverle 
d’une bonne couche de liquide, mais on n’oblient pas alors la 
formation de colonies. La vaseline sert seulement & empécher 
une dessiccation trop rapide du milieu a l’étuve. 

3° La surface du milieu doit étre riche en substances nutri- 
tives. La simple addilion de gélose & |’ceufempéche la réussite. 
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En somme on peut dire que, méme si |’on ensemence sur le 
milieu décrit un nombre assez réduit de Trichomonas et de 
bactéries pour permettre le développement en colonies isolées, 
VPhumidité du milieu doit étre telle que les bactéries envahissent 
toute la surface et par suite le repiquage du Trichomonas seul 
est impossible. 


AMELIORATION DU MILIEU Liguipe. — Il fallait donc chercher 
dans une autre direction. Mais, avant toute autre expérience, il 
élait nécessaire de trouver un milieu de culture plus favorable 
que celui de Boeck, qui ne donne que 20.000 individus de 
Trichomonas par centimetre cube, tandis que, dans les milieux 
des autres auteurs cités antérieurement, la culture est encore 
moins abondante. 

Le milieu de Boeck a lceuf-Ringer, recouvert de liquide 
ovomucoide, peut étre amélioré par : 

a) Diminution de la quantité de liquide ovomucoide. Le 
nombre des Trichomonas se développant au fond du tube 
augmente jusqu’a 200.000 par centimétre cube. Cela prouve 
encore que ce n’est pas l’anaérobiose qui conditionne l’abon- 
dance de Ja culture dans le fond du tube, mais plutdt que 
certaines substances diffusées de |’ceuf coagulé sont 1a en plus 
grande concentration. 

b) Addition de quelques gouttes de sérum humain. Par 
contre, l’addition de sang total, ou d’extrait d’amidon, est 
inutile et celle de gélose est nuisible. Ensuite, nous avons 
examiné de quel constituant de l’ceuf provenaient les substances 
diffusées, favorables 4 la culture, en ensemencant d’un peu de 
culture de 7rzchomonas les milieux suivants : 

a) 1 cent. cube d’ceeuf cru stérile, blanc et jaune mélangés; 

6) 1 cent. cube de blanc cru; 

c) 1/2 cent. cube de jaune cru, dilué dans 10 cent. cubes de 
bouillon. 

Apres vingt-quatre heures, la culture dans |’ceuf complet 
est meilleure que dans tout autre milieu. Les individus sont 
excessivement mobiles et leur nombre atteint 2 millions par 
centimétre cube. Aprés cing jours, il y en a encore 20.000 par 
centimétre cube et, sous une couche d’huile de vaseline trés 
épaisse (5 centimétres), la cullure se conserve au moins pendant 
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un mois. Dans le blanc d’ceuf, il y a un certain développement 
qui dépend des substances nutritives introduites avec la 
semence. Un deuxiéme repiquage dans le méme milieu reste 
infructueux. Mais si l’on ajoute del’ « extrait globulaire » (pré- 
paré selon la méthode du D* Legroux) & parties égales, on 
obtient un milieu de culture presque aussi favorable que le 
premier et qui a l’avantage d’étre limpide. 

Enfin on obtient aussi une bonne culture dans le bouillon 
au jaune d’euf, mais elle est & tous points de vue inférieure 
& la premiére. 

Il semble done que, dans l’ceuf cru et l’ceuf coagulé, il y ait 
des substances diffusibles qui favorisent le plus la culture du 
Trichomonas. Par cela, nous sommes amenés a essayer le milieu 
suivant constitué par : 

a) 1 partie d'un extrait aqueux de jaune d’ceuf ; 

1 partie d’un extrait aqueux de blanc d'euf; 
4 parties de bouillon. 

Les extraits aqueux préparés selon la méthode générale de 
Legroux [55] aprés coagulation des albumines par !’alcool ou la 
chaleur. Dans ce milieu qui est limpide et dépourvu d’albu- 
mines, le Trichomonas se cultive trés bien pendant deux 
jours. . 

Ainsi, nous avons trouvé quatre nouveaux milieux de cul- 
ture, dont le premier est le plus pratique pour l’emploi ordi-. 
naire. Le premier jour, les individus sont trés petits et groupés 
en amas, qu’on ne peut distinguer sous le microscope qu’aprés 
dilution dix fois dans l'eau physiologique. Les jours suivants, 
les individus deviennent plus grands et isolés. Avec ces 
milieux, nous avons effectué une nouvelle série d’essais de 
culture sur milieu solide, mais sans succés. Alors nous avons 
cherché un procédé pour diminuer le nombre des bactéries dans 
les cultures du Trichomonas. . 


Prockpks ANTIBACTERIENS. 


1° Par Vaction bactériostatique du blanc d’ceeuf. — En ajou- 
tant quelque substance nulrilive, ne pouvait-on pas faire un 
milieu de culture pour les flagellés qui ne soit détavorable que 
pour les bactéries? Nous avons essayé divers produits sans 


— 
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succés & cause du B. colt toujours associé au Trichomonas et 
trés peu exigeant. 

2° Par adsorption. — L’action absorbante du kaolin agit 
aussi bien sur les Trichomonas que sur les bactéries. Un chan- 
gement de pH ne pouvait pas changer ce résultat. 

3° Par des antiseptiques. — ll résulte de nos expériences 
avec : 

a) Le violet de gentiane; 

6) Liessence d’ail, de cannelle, de moutarde, de sauge, d’eu- 
calyptus; 

c) Le formol, 
a diverses concentrations, avec une durée de contact variable, 
a la température du laboratoire ou de 37°, que le Trichomonas 
est toujours plus sensible que les bactéries, ce qui confirme les 
expériences des autres auteurs. 

4° Par le bactériophage. — Par analyse bactériologique ordi- 
naire, nous avons déterminé les diverses espéces bactériennes, 
associées au Trichomonas. Contre les trois souches auxquelles 
nous avions affaire, 2 de B. colz et 1 de staphylocoque, nous 
avons préparé des hactériophages et exalté leur activilé au 
maximum. Au stade d’une lyse en bouillon paraissant totale, 
nous avons fait agir ces bactériophages sur la culture totale de 
Trichomonas et de bactéries dans du_ bouillon additionné 
d’extraits de jaune et de blanc. Crest le seul milieu qui per- 
mette la cullure du Trichomonas et n’empéche pas l’action du 
baclériophage. Or il est connu que la lyse des souches de 
B. coli nest jamais totale et qu il se produit toujours une 
culture secondaire quand on n’a pas filtré. Aussi est-il arrivé 
que, la filtration étant ici impossible, aprés la lyse et un repi- 
quage dans l’ceuf complet, les souches lysées se sont régé- 
nérées. Il est donc improbable que l'on puisse éliminer les 


bactéries & l'aide d’un bactériophage. 


5° Par l’action lytique de Tyrothrix scaber. — Le D’ Rosen- 
thal a eu l’amabilité de repiquer pour nous une souche de ce 
streptothrix quia une action trés nette sur B. coli et les sta- 
phylocoques. Aux cultures de Trichomonas, nous avons ajoulé 
du liquide lytique filtré ou non filtré provenant de cultures de 
Tyrothriz en bouillon agées de une a trois semaines. De méme 
nous avons ensemencé les cultures de Trichomonas avec le Tyro- 
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ithrix. Une purification des cultures ne fut pas atteinte d’une 
part parce que la lyse n’est jamais complete, d’autre part parce 

que le liquide est toxique pour le Trichomonas. 
6° Par électrophorése. — Il est connu qu'on peut agglomérer 
les bactéries d’une culture a la cathode quand on fait passer un 
courant électrique. Ayant mis sur une lame une goutte de 
culture de 7richomonas entre deux feuillettes d’or sous lamelle, 
nous avons fait passer un courant électrique de 2 4 10 volts 
pendant un temps variable pour voir ce qui arriverait au 7ri- 
chomonas. Il résulte de nos expériences que les flagellés 
restent bien sur place avec un courant faible, mais les bactéries 
ne sagglomérent pas complétement a la cited: Avec un cou- 
rant plus fort, tous les deux vont dans la méme direction. Une 
purification bactériologique de la culture du Trichomonas 
n’était done pas possible. 

7° Par dilution. — IL ne nous restait donc plus une méthode 
bactériologique dans le sens vrai du mot. Nous avons alors 
cherché un procédé mécanique qui pouvait donner des 
résultats depuis que nous avions trouvé un milieu de culture 
excellent. 

a) Ayant rempli 3 tubes de 15 centimétres de longueur, de 
0 cm. 5 de diamétre intérieur, terminés par une pointe 
effilée et une ouverture microscopique, avec du liquide ovomu- 
coide ou de l’eau physiologique, on faisait tomber a la surface 
une goutte de culture riche en Trichomonas. Aprés cing 
minutes, on pouvait recueillir sur une lame une goutte con- 
tenant quelques flagellés et trés peu de bactéries qui étaient 
entrainées par les substances de l’ceuf plus lourdes que l'eau. 
Cette goutle était réensemencée dans le second tube, mais 
cette fois-ci il fallait attendre trés longtemps avant qu’on 
puisse recueillir une gouttelette positive. Celle-ci était alors 
ensemencée dans un tube d’ceuf cru. Mais les contréles mon- . 
traient encore la présence de bactéries. [1 aurait done fallu 
diluer encore davantage dans un liquide qui ne permette pas la 
culture des bactéries, mais dans lequel le 7richomonas reste 
vivant. Nous l’avons vainement cherché. 

6) Avec le procédé de dilution d’une goutte de culture dans 
du bouillon, centrifugation pendant cing & dix minutes a 
+ 600 tours par minute, dilution d’une goutte du sédiment, 
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nouvelle centrifugation, etc., nous avons réussi & éliminer la 
souche de staphylocoque. Une goutte du quatriéme sédiment 
fut ajoutée a 10 cent. cubes de bouillon et ceux-ci furent 
répartis sur 100 tubes d’ceuf cru. Aprés vingt-quatre heures, 
deux seulement contenaient des Trichomonas et tous étaient 
infeclés par les bactéries. Aprés quarante-huit heures, tous les 
tubes contenaient une culture de 7richomonas; ce qui prouve 
que les individus immobiles, qui ne se développent plus dans 
les autres milieux de culture, recommencent & se multiplier 
aprés un jour dans l’ceuf cru. Cette expérience montrait que les 
souches de co/i sont sédimentées en méme temps que le 7richo- 
monas par centrifugation. 


Résumé. — Dans les recherches mentionnées ci-dessus nous 
avons essayé de purifier les cultures de Trichomonas : 


a) Par culture sur milieu solide. 

6) Par amélioration du milieu liquide. 

c) Par diminution du nombre des bactéries : 
1° par action bactériostatique du blanc d’ccuf; 
2° par adsorption; 
3° par des antisepliques; 

40 par le bactériophage ; 
5° par le Tyrothrix scaber ; 
6° par l’électrophérése ; 
7° par dilution; 

8° par centrifugation. 


Aucun de ces procédés ne nous a donné un succés définitif, 
malgré quelques résultats intéressants. Reste donc seul le pro- 
cédé de dilution simple qui n’est qu'une question de patience. 
Diluons par exemple dix fois 1 cent. cube de culture et répar- 
tissons le sixiéme tube de dilution sur 500 petits tubes d’ceuf 
cru. IJ existe alors la possibilité que deux de ces 500 tubes 
contiennent, aprés quarante-huit heures, une culture pure de 
Trichomonas. On ne peut dire que c’est un procédé pratique et 
nous ne l’avons pas employé. 

Comme complément de ces recherches, il faut mentionner 
que les Trichomonas, aprés 6 et 10 passages in vitro, pouvaient 
encore infecter de petits chats et des singes, Ces expériences 
furent faites par le D' R. Deschiens, 
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RECHERCHES EXPERIMENTALES SUR LE CHARBON 
PRODUCTION D'UN SERUM ANTICHARBONNEUX ACTIF 
PAR INJECTIONS SIMULTANEES 
DE LIQUIDE D’'@DEME 
ET DE BACTERIDIES CHARBONNEUSES ANIMALISEES 


par Ch. HRUSKA, 
Institut sérothérapique vétérinaire & Ivanovice (Tchéco-Slovaquie). 


(QUATRIEME ME&MOIRE) 


Bail (1) a montré la possibilité de vacciner activement les 
moutons contre le charbon au moyen du liquide d’cedéme stéri- 
lisé par le toluéne puis centrifugé. Cet auteur soutient que la 
bactéridie produit dans l’organisme des agressines, et que c'est 
grace 4 elles que l’animal succombe 4 l’infection charbonneuse. 
D’aprés Vhypothése de Bail, on peut obtenir au moyen des 
agressines stériles un sérum « antiagressine » qui neulralise 
les effets des agressines. Bail a fait des expériences sur le sérum 
antiagressine des moutons et a constaté ses effets protecteurs. 

Nous avons repris la question et nous avons cherché a obtenir 
un sérum anticharbonneux en utilisant simultanément les 
injections du liquide d’cedéme et de virus charbonneux ani- 
malisé. 

On sait que les bovidés vaccinés contre le charbon présentent 
parfois, au point d’injection du vaccin, une énorme réaction 
cdémateuse qui se résorbe ensuite complétement. On sait, de 
plus, que c’est cette réaction cedémateuse qui occasionne la 
mort des animaux expérimentalement infectés avec des bacté- 
ridies. Nous ne connaissons pas la toxine charbonneuse, mais 
nous connaissons « ]’élat charbonneux », se traduisant par de 
Voedéme, qu’ils’agisse de l’infection expérimentale ou naturelle. 
Chez nos grands animaux producteurs de sérum, nous avons 
pu constater un cedéme énorme au commencement de "hyper- 


(1) Cf. Bakter, 36 et 37, 
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immunisation ; puis, au fur et 4 mesure que l’on augmente les 
doses de virus, les animaux réagissent faiblement a la masse de 
virus injecté, que ce dernier soit introduit par la voie sous- 
Cutanée, intraveineuse ou intrapéritonéale, La réaction ne cor- 


Fic. 1. — Le cheval Cerano réagissant a linjection de 20 cent. cubes 
des plasmoréagines vivantes, du cobaye et du lapin. 


respond pas a la masse de virus injecté. L’organisme de 
Yanimal hyperimmunisé vis-a-vis du charbon parait étre un 
milieu épuisé. C’est pourquoi on ne constate pas toujours. 
dans le sérum une augmentation considérable du taux d’anti- 
corps anticha bonneux, 
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Par contre, l’organisme hyperimmunisé se comporte tout 
autrement A l’égard du liquide d’cedéme provenant d’animaux 
ayant succombé & l’inoculation du charbon sous la peau. 
Injectons, par exemple, au cheval hyperimmunisé, sous la peau, 
40 cent. cubes de liquide d’cedéme centrifugé ; le lendemain nous 
constaterons un vaste cedéme qui persiste pendant trois a 
cing jours. Nous désignons cette réaction typique sous le nom 
d’état charbonneuz ; elle apparait constamment aprés |’injection 
sous-cutanée de liquide d’cedéme (fig. 1). L’étendue de la réaction 
dépend de la quantité de liquide injecté. La réaction rappelle 
celle que l’on observe chez le cheval au cours de l’hyperimmu- 
nisation contre la toxine diphtérique. Si on inocule sous la peau 
de l’encolure 300 cent. cubes de virus concentré & un cheval 
hyperimmunisé et si on injecte, du cdlé opposé, 5 cent. cubes 
de liquide d’cedéme, on constate que la réaction qui suit l’injec- 
tion de 5 cent. cubes de liquide d’cedéme est beaucoup plus 
importante que celle qui suil linoculation de 300 cent. cubes 
de virus trés concentré. Dans notre troisisme mémoire sur le 
charbon (4), nous avons démontré la possibilité de cutivacciner 
le cohaye au moyen du liquide d’cedéme provenant du lapin et 
du cobaye. Nous avons désigné la substance active sous le nom 
« de plasmoréagine charbonneuse », étant donné que l’orga- 
nisme hyperimmunisé y répond toujours par une réaction 
typique. En injectant au cheval du liquide d’cedéme de cobayes 
et de lapins et des bacilles animalisés, nous avons obtenu un 
sérum anticharbonneux, qui s’est montré, dans nos expériences, 
trés supérieur au sérum que nous avions préparé jusqu ici. 
Voici quelques-unes de nos expériences. 


I. Essats effectués avec du sérum anticharbonneux ordinaire 
du cheval Acetum; avec du sérum normal de cheval, et avec 
notre nouveau sérum du cheval Cerano obtenu avec le liquide 
dedéme et des bacilles animalisés vivants. 

A. Les lapins recoivent une seule fois le sérum par la voie 
sous-culanée. Ils sont é6prouvés, cing jours aprés, avec 1 cent. 
cube d’une dilution & 1/100 de culture du charbon de vingt- 
quatre heures au méme lieu d’inoculation. 


(4) Ces Annales, 1926. 
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Sérum anticharbonneux ordinaire du cheval Acetum. 


4° Lapin de 950 grammes regoit 1 cent. cube de sérum .... . Charbon. 
2° Lapin de 870 grammes recoit 2 cent. cubes de sérum.... . Charbon. 
3° Lapin de 900 grammes recoit 3 cent. cubes de sérum..... Charbon. 
4° Lapin de 1.400 grammes recoit 4 cent. cubes de sérum. . . . . Charbon. 


Sérum normal de cheval, 


1° Lapin de 710 grammes recoit 1 cent. cube de sérum ..... Charbon 
2° Lapin de 920 grammes regoit 2 cent. cubes de sérum..... Charbon. 
3° Lapin de 810 grammes recoit 3 cent. cubes de sérum..... Charbon. 
4° Lapin de 1.510 grammes recoit 4 cent. cubes de sérum . . . . Charbon. 


Nouveau sérum anticharbonneux du cheval Cerano. 


1° Lapin de 1.240 grammes recoit 1 cent. cube de sérum. .. . . Charbon. 
2° Lapin de 810 grammes recoit 2 cent. cubes de sérum. ... . Charbon. 
3° Lapin de 1.290 grammes regoit 3 cent. cubes de sérum ...._ Résiste. 
4° Lapin de 870 grammes recoit 4 cent. cubes de sérum..... Résiste. 


B. Les lapins recoivent deux fois le sérum par la voie sous- 
cutanée, la deuxiéme injection étant faite sept jours aprés la 
premiére. 


Sérum anticharbonneux ordinaire du cheval Acetum. 


4° Lapin de 1.000 grammes recoit en deux injections 2 cent. cubes 


CLS BG IESE ay A Lena Bd eee so ee Da ceent es Src eR ocean Charbon. 

2° Lapin de 1.370 grammes recoit en deux injections 4 cent. cubes 
AG SON Mae eh Or mcis Aman tel sy Aaa de Mik) pa eB Paroehiel td hoofl oo Charbon. 

3° Lapin de 1.260 grammes recoit en deux injections 6 cent. cubes 
Wind ©. GOR GIMeee TRE nos ere ee NC rs Oyen eS ne akg Charbon. 

49 Lapin de 1.260 grammes recoit en deux injections 8 cent. cubes 
MOS SCI nies te uate paste ars post Teorey fereeh cance ‘shiv womepotees, Reps Charbon. 

Sérum normal de cheval. 

4° Lapin de 1.000 grammes recoit en deux injections 2 cent. cubes 
des Serial ecne spo, Speco bg iG eerie de 6 ack Aloe tao. ea Charbon. 

2° Lapin de 1.330 grammes recoit en deux injections 4 cent. cubes 
PETSERUITING EM hye stk Nees SAS as APY, OLA eo Charbon. 

3° Lapin de 1.440 grammes recoit en deux injections 2 cent. cubes 
GL Oe UII Mram meen Te ated aire dens Soot cies, arti sah Su camyactet Ud es Hele, ahs Charbon. 

4° Lapin de 1.280 grammes recoit en deux injections 8 cent. cubes 
CLERSCrUMerer remem se Micra eins ne ecke Ghae e eahiee tor ia Charbon. 


Nouveau sérum anticharbonneux du cheval Cerano. 


4° Lapin de 1.360 grammes recoit en deux injections 2 cent. cubes 


ESERIES HS: EO CORON OIE Go POE IR OMEP NS FO EMEP eke ier 
2° Lapin de 1.250 grammes recoit en deux injections 4 cent. cubes 


GOP SENTIse Sie eee ge te pee aR Se to OI Gece ihe eset tae 


Résiste. 


Résiste- 
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3° Lapin de 4.800 grammes recoit en deux injections 6 cent. cubes 


de S6rutiteiic. Jae sc yes oss ge ee) no own Co Résiste. 
4° Lapin de 1.450 grammes recoit en deux injections 8 cent. cubes 
Ge SGVUMM ec eb of i aie) cae. pene, etal atte neler eee ete po arse Résiste. 


En faisant un mélange de liquide d’cedéme et de notre sérum, 
et en l’injectant par la voie sous-cutanée & un cheval hyper- 
immunisé, on fait apparaitre un énorme cedéme. 

Le liquide d’edéme, desséché a ]’étuve, se dissout dans l’eau 
physiologique. Cette solution provoque, chez le cheval hyper- 
immunisé, la méme réaction locale que le liquide d’cedéme. La 
substance spécifique contenue dans le liquide traverse la 
bougie filtrante. Chauffée, elle se coagule. Le liquide qui 
exsude du coagulum, injecté 4 un cheval hyperimmunisé, pro- 
voque les mémes réactions que le liquide dont il dérive. La 
substance spécifique est donc thermoslabile. L’extrait de rate 
des animaux ayant succombé au charbon (extrait par chauffage 
dans l’eau physiologique, a raison de 100 grammes de rate 
pour 300 cent. cubes d’eau physiologique) provoque, injecté a 
un cheval hyperimmunisé, les mémes réactions. C’est le 
liquide d’cedéme qui, & enjuger par les réactions qu'il provoque, 
est le plus riche en substance active. 

Dans le sang et dans la rate, celle-ci est en faible quantité; 
5 cent. cubes de liquide d’cedéme retiré du tissu sous-cutané 
provoquent, chez le cheval hyperimmunisé, la méme réaction 
que l’injection de 300 cent. cubes d’extrait de rate ou de sang 
charbonneux. 

I] existe donc, dans le liquide d’eedéme des animaux morts 
de charbon, une substance qui permet de cutivacciner les 
cobayes et qui provoque, chez le cheval hyperimmunisé, un 
cedéme énorme. Le sérum du cheval ainsi hyperimmunisé 
acquiert une haute valeur thérapeutique. Cette substance n’est 
pas neutralisée par l’antisérum du cheval hyperimmunisé avec 
le liquide d’cedéme. Elle est thermostabile; elle traverse les 
bougies filtrantes. Elle se trouve dans les diverses parties de 
Vorganisme infecté en proportions différentes : abondante dans 
le liquide d’ceedéme sous cutané, elle est en petite quantité dans 
le sang et dans la rate charbonneuse. 

Les organismes qui ne sont pas immunisés contre le charbon 
ne réagissent pas aprés les injections sous-culanées des « plase 


— 
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moréagines charbonneuses stériles ». Notons seulement que 
les chevaux et les bovidés qui ne sont pas immunisés contre le 
charbon ne réagissent que par une élévation thermique passa- 
gére allant jusqu’a 40° et 41°. 


lic. 2, — Le cheval Avanti réagissant a Vinjeclion de 300 cent. cubes 
des plasmoréagines (extrait de rate d’une vache charbonneuse). 


Nous constatons donc que les substances appelées « agres- 
sines » par Bail ne sont pas neutralisées dans leur effet par le 
sérum « antiagressine », comme cet auteur l'a indiqué dans son 
hypothése et que l’action de notre sérum n’est pas celle d’un 
sérum antiagressine dans le sens de l’hypothése de Bail. 

Ayant enregistré chez les lapins des résultats favorables avec 
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le sérum du cheval traité au moyen des « plasmoréagines char- 
bonneuses vivantes » et des bacilles animalisés, nous avons 
poussé notre étude plus loin. 

Pour le titrage chez les lapins, nous nous sommes servi de 
deux injections successives de sérum. La deuxiéme injection, 
faite le septidme jour aprés la premiére, provoque une réaction 
anaphylactique, caractérisée par un cedéme de la peau qui 
dure trois ou quatre jours. Le cinquiéme jour, quand la réac- 
tion a presque complétement disparu, nous avons éprouvé les 
lapins. 

Nous basant sur cette réaction, nous avons émis l’idée sui- 
vante : le lapin qui est passivement immunisé avec le sérum 
spécifique grace a la réaction anaphylactique, doit étre mieux 
protégé contre l’infection charbonneuse que le lapin protégé 
avec le sérum normal, ce dernier devant succomber plus vite 
que le premier & l'inoculation d’épreuve. Cette hypothése a été 
trouvée exacte au cours de nos expériences. 

Pour le titrage, nous avons employé deux lots de lapins, dont 
l'un a été traité par la voie sous-cutanée une fois, ct le 
deuxiéme deux fois par les sérums spécifiques et normaux. 
L’infection des lapins a été faite avec la dilution de 1/10 3 
1/1.000 de charbon par voie sous-cutanée. 

Nous avons démontré dans notre troisitme mémoire l’im pos- 
sibilité d’immuniser le cobaye par le liquide d’aedéme chauffé. 
Mais, ayant constalé que la substance contenue dans ce liquide 
d’edéme est thermostabile, c’est-a-dire qu’elle provoque des 
réactions cedémateuses chez le cheval hyperimmunisé, nous 
avons voulu rechercher la valeur des anticorps spécifiques 
produits par le cheval. Voici les résultats que nous avons 
obtenus avec les trois chevaux immunisés par les procédés 
différents : 

1° Cheval Cerano, immunisé d’abord par les bactéridies, et ensuite hyper- 
immunisé avec les « plasmoréagines charbonneuses vivantes » du lapin et 
du cobaye et avec des bacilles animalisés. Ce cheval a recu, en tout, dans 
lintervalle du 3 mars au 15 mai 1924, 80 cent. cubes de liquide d’cedéme; 

2° Cheval « Cerés », immunisé d’abord par les bactéridies et ensuite 
hyperimmunisé avec les plasmoréagines charbonneuses mortes (du lapin et 
du cobaye) et avec des bacilles animalisés morts. Ce cheval a recu, en tout, 
du 10 avril au 30 mai 1925, 80 cent. cubes de liquide d’cedéme mort; 


3° Cheval « Acetum »; a fourni le sérum anticharbonneux ordinaire. Voici 
une série de titrages. 
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II. Essais effectués avec le sérum anticharbonneux ordinaire 
du cheval Acetum; le sérum normal de cheval; le sérum du cheval 
Cerano et le sérum du cheval Cerés. 

A. Les lapins ont regu une seule fois du sérum. L’infection 
a été réalisée avec 0 c.c. 4 d’une dilution de 1/10° de culture 
du charbon de vingt-quatre heures; celte épreuve ayant lieu 
cing jours aprés l’injection du sérum au méme lieu d’inocu- 
lation. 


Sérum anticharbonneuzx ordinaire du cheval Acetum. 


1o Lapin de 950 grammes recoit 1 cent. cube de sérum...... Charbon. 
2° Lapin de 1.600 grammes recoit 3 cent. cubes de sérum .... Charbon. 
3° Lapin de 1.420 grammes recoit 5 cent. cubes de sérum .... Charbon. 


Sérum normal du cheval. 


4° Lapin de 1.160 grammes recoit 1 cent. cube de sérum. ... . Charbon. 
2° Lapin de 990 grammes recoit 3 cent. cubes de sérum ..... Charbon. 
3° Lapin de 1.150 grammes recoit 5 cent. cubes de sérum. . . . . Charbon. 


Sérum anticharbonneux du cheval Ceres. 


4° Lapin de 1.900 grammes regoit 1 cent. cube de sérum. . . . . Charbon. 
2° Lapin de 1.570 grammes recoit 3 cent. cubes de sérum. . . . Charbon. 
3° Lapin de 980 grammes regoit 5 cent. cubes de sérum. .... . Charbon. 


Sérum anticharbonneuz du cheval Cerano. 


4° Lapin de 1.000 grammes recoit 1 cent. cube de sérum. .. . . Charbon. 
2° Lapin de 980 grammes recoit 3 cent. cubes de sérum ..... Charbon. 
3° Lapin de 1.400 grammes recoit 5 cent. cubes de sérum.... _ Résiste. 


B. Les lapins recoivent deux fois le sérum par la voie sous- 
cutanée, la deuxiéme injection du sérum ayant lieu sept jours 
aprés la premiére. 


Sérum anticharbonneux ordinaire du cheval Acetum. 


4° Lapin de 1.140 grammes recoit en deux injections 2 cent. cubes 


LOC SETUMIG eT ee Ree ne Oe aceon a ala Richtee Be vole fas Charbon. 
2° Lapin de 1.440 grammes recoit en deux injections 6 cent. cubes 

NESTE BS Oe RCCL aE ae Clty Ech Git. komes ast CeIn Oh oct eireany Sree Résiste. 
3° Lapin de 1.310 grammes recoit en deux injections 10 cent. 

UNOS ACPEOIUMI RI Reain ene ee Re me ley a ss ee ee Charbon. 


Sérum normal du cheval. 


4¢ Lapin de 1.260 grammes recgoit en deux injections 2 cent. cubes 
COCCOUMIIN ENR ok tpt a Moteuiod.s Lehto hee. ot (gv ub eys aeeta 9 CbeaEbon: 
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2° Lapin de 1.500 grammes regoit en deux injections 6 cent. cubes 


WG SErumMind nd «les se ty coky Renee ht cee E ESL OO Tey enn . . -Charbon. 
3° Lapin de 1.560 grammes regoit en deux injections 410 cent. 
cubes de sérum .\!.0.. sctewa omchies chet er amon rn et tare Charbon. 


Sérum anticharbonneux du cheval Ceres, 


4° Lapin de 1.800 grammes recoit en deux injections 2 cent. cubes 


de SEWING a: .deaterss- oy pls center dogs epbhehee oe Eee ee Charbon. 
20 Lapin de 1.150 grammes regoit en deux injections 6 cent. cubes 

dé Serum see ie Gese oe sk Se Oe ee nee eer Sem Charbon. 
3° Lapin de 1.440 grammes recoit en deux injections 10 cent. 

cubes dé! séftim 20823 a Sn ee een le cia mee Charbon. 


Sérum anticharbonneux du chevat Cerano. 


4° Lapin de 41.100 grammes recoil en deux injections 2 cent. cubes 

GO Berd 22°75) Pee Se TE A a ace a Résiste. 
2° Lapin de 4.100 grammes recoit en deux injections 6 cent. cubes 

GO, SERUM see oe ia, coll ieceel) og edits leo ante re ae a Résiste. 
3° Lapin de 1.600 grammes recoit en deux injections 10 cent. cubes 

deSérui #26, * ocak eee aera OC ah MIG ete ors goer Résiste. 


Deux lapins témoins, sans sérum, succombent au charbon. 
Tels sont les résultats obtenus dans nos nombreuses expé- 
riences. 

Nous voyons done qu’on peut différencier le sérum anti- 
charbonneux ordinaire du sérum normal par deux inoculations 
successives chez les lapins. De plus, au moyen de la méme 
méthode de titrage, nous avons pu mettre trés clairement en 
lumiére qu'il y a une différence entre les effets protecteurs de 
notre nouveau sérum anticharbonneux et le sérum antichar- 
bonneux ordinaire. Au coursde nos travaux, nous avons parfois 
obtenu des résultats moins favorables dans le titrage, mais 
nous avons toujours conslaté la supériorité préventive du nou- 
veau sérum. 

Notons, en outre, que tous les lapins survivants, inoculés de 
nouveau une semaine plus tard avec la méme dose de la culture, 
mais cette fois-ci sans recevoir de sérum, ont tous succombé au 
charbon. 

Nous sommes convaincu que notre sérum permet de lutter 
avec succés au point de vue thérapeutique contre l’infection 
charbonneuse. Voici a titre d’illustration trois épreuves théra- 
peutiques : 


4° Le charbon venait d’éclater dans une étable contenant une 
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trentaine de bovidés. On employa plus de 14 litres -de sérum 
anticharbonneux ordinaire sans obtenir de résultat. 5 bovidés 
succombérent au charbon. Kn arrivant dans celte étable, nous 
trouvames gue la plupart des animaux étaient malades. En 
employant notre sérum, la maladie fut arrétée et aucun nou- 
veau cas mortel ne fut enregistré dans la suile. 

2° Dans une autre étable contenant une cinquantaine de 
bovidés, le charbon venait d’éclater. 4 bovidés succombérent. 
Le sérum anticharbonneux ordinaire resta sans résultats. C’est 
seulement grace 4 l’intervention de notre sérum que l’infection 
fut arrétée et que les malades guérirent. Seule une vache suc- 
comba au charbon, quinze minutes aprés nolre arrivée. 

Cette vache avail regu le sérum alors quelle était & Vagoniec. 

3° Le charbon éleit apparu dans une troisiéme étable con- 
tenant une soixantaine de bovidés. Au bout de sept jours, 
12 animaux succomérent, quoiqu’on ett utilisé 16 litres de 
sérum anticharbonneux ordinaire. Plusieurs animaux avaient 
recu jusqu’a un litre de sérum sans résultat. Kn arrivant, nous 
trouvames 7 bovidés dans un état lrés grave; 12 autres trés 
atleints. Aprés Vinjection de notre sérum, l’infection fut arrétée 
et tous les malades furent sauvés, sauf deux qui avaient été 
traités alors qu’ils étaient déja en agonie. 

Ces trois résultats pratiques nous ont convaincu de la grande 
valeur thérapeutique du nouveau sérum. 

En utilisant des « plasmoréagines charbonneuses mortes », 
nous n’avons pas pu constater, chez le cheval déja immunisé, 
un effet protecteur de son sérum. Cette constatalion est en plein 
accord avec nos recherches sur l’immunisation active du cobaye 
au moyen de la substance chauffée contenue dans le liquide 
d’cedéme, ot nous n’avons enregistré que des échecs. 

Nous devons pourtani noter la thermostabilité de cetle sub- 

tance, grace a laquelle on peut provoquer un cedeme énorme 
chez le cheval hyperimmunisé, et grace a laquelle on peut aussi 
provoquer une fiévre passagére chez les animaux non immunisés. 


Le Gérant : G. Masson. 


L. MareTHeux, imprimeur, 1, rue Cassette, Paris. — 1927. 
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